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实验动物身份识别与追踪技术在生物安全实验室的
应用前景
陈丽香, 秦波音, 杨 华, 徐春华, 彭秀华, 李 顺, 周晓辉

(上海市公共卫生临床中心, 上海 201508)

[摘要] 生物安全实验室的有效、安全管理是保障国家生物安全的重要环节之一。作为生物医学研究最广泛的材料
之一，实验动物被大量应用于各类感染相关的生物安全实验研究中，而感染性动物实验必须在动物生物安全实验室
中开展。在动物生物安全实验室中，实验动物及动物实验相关的风险评估与控制至关重要。通过无线追踪技术实现
实验动物身份识别及可追溯性是未来动物生物安全实验室风险控制与管理的重要手段之一。本文对实验动物身份识
别及追踪技术进行了概括，并描述了无接触识别技术尤其是无线射频识别技术在实验动物生物安全管控中的应用前
景，可为相关从业人员更好地应用实验动物身份识别与追踪技术进行生物安全管控提供参考。
[关键词] 生物安全；实验动物；可追踪技术；身份识别
[中图分类号] Q95-33；R-332 [文献标志码]A [文章编号] 1674-5817（2022）02-0089-06

Application Prospect of Identification and Traceability Technology

of Laboratory Animals in Biosafety Laboratory

CHEN Lixiang, QIN Boyin, YANGHua, XU Chunhua, PENGXiuhua, LI Shun, ZHOUXiaohui
(Shanghai Public Health Clinical Center, Shanghai 201508, China)
Correspondence to: ZHOU Xiaohui, E-mail: zhouxiaohui@shaphc.org.cn

[ABSTRACT] Effective management of laboratory biosafety plays one of the most important roles in the
national biosafety system. Laboratory animals have been widely used in the life science research field,
including infection animal experiments, which have to be done in the animal biosafety laboratory (ABSL).
The risk assessment and control related to laboratory animals and animal experiments are the most
important affairs in ABSL, and the identification and traceability of laboratory animals detected by wireless
tracking technology represent a developing tendency in ABSL management. From the perspective of
biosafety, this paper summarized the development of laboratory animal identification and traceability
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technology, and described the application prospect in ABSL management of non-contact identification
technology, especially radio frequency identification technology, which can provide reference for relevant
practitioners to use the identification and traceability technology of experimental animals for biosafety
control.
[Keywords] Biosafety; Experimental animals; Traceability technology; Identification

生物安全实验室的有效安全管理是保障国家生物

安全的重要环节之一。生物安全实验室内实施有效的

生物安全管控已是国家生物安全保障的重要组成部分。

在生物安全实验室中，实验动物常被用于病原体感染

机制等生物医学研究，以及疫苗与药物评价等诸多科

学实验，是保障人类健康、安全的特殊试验品［1］。其

中，动物生物安全实验室应当加强对实验动物的管理，

防止实验动物逃逸，并且对使用后的实验动物应进行

无害化处理，实现实验动物可追溯，禁止将使用后的

实验动物流入市场［2］。因此，针对实验动物进行有

效、便捷的标记是保障实验动物质量、顺利开展动物

实验相关的科学研究和实现实验动物可追溯性管理的

基础［3］，也是实验动物生物安全管理的重要手段

之一。

实验动物标记方法主要包括染色法、耳标法等传

统方法，以及以二维码和无线射频识别技术（radio
frequency identification，RFID）为代表的电子标记技

术。其中RFID作为物联网的前端，具有信息量大、无

接触识别等优点［4-5］，目前已被应用于动物饲养管理、

样品跟踪分析等过程。然而在动物生物安全实验室中

尚未见应用RFID进行实验动物生命活动全过程跟踪的

报告。本文对生物安全实验室中动物管理需求及动物

识别标记技术的研究现状进行概述，提示RFID识别技

术无需人工干预并可对实验动物进行实时跟踪，从而

在动物生物安全实验室的动物可追溯管理中具有重要

的应用前景，值得进一步探索推广。

1 生物安全与实验动物管理需求

生物安全是指国家有效防范和应对危险生物因子

及相关因素威胁，生物技术能够稳定健康发展，人民

生命健康和生态系统相对处于没有危险和不受威胁的

状态，生物领域具备维护国家安全和持续发展的能力。

生物安全实验室是一种特殊的科学研究实验室，该类

实验室中主要从事与病原微生物菌（毒）种和样本有

关的研究、教学、检测、诊断等活动，按操作病原的

危害等级和防护水平，可分为BSL-1、BSL-2、BSL-3
和BSL-4四级［6］。由此可知，生物领域内实施有效的

生物安全管控已是保障国家生物安全的重要环节。

我国的生物安全实验室建设起步相对较晚［7-8］。
在20世纪80年代后期，我国建成了第一座初步具有生

物安全三级防护水平的实验室（即BSL-3），但当时的

生物安全实验室建设和管理尚没有统一的标准［9］。
2003年严重急性呼吸综合征（severe acute respiratory
syndrome，SARS）疫情暴发以来，生物安全实验室的

管理问题开始引起我国政府及相关职能部门的高度重

视［7］，政府层面陆续修订或颁布了一系列的要求及法

规标准，包括《病原微生物实验室生物安全管理条

例》、《实验室生物安全通用要求》、《动物病原微生物

名录》、《人间传染的病原微生物名录》、《中华人民共

和国传染病防治法》；此外，2016年国家发改委、科技

部制定了生物安全实验室体系建设规划；2017年国家

卫生和计划生育委员会发布了卫生行业的《病原微生

物实验室生物安全通用准则》，对管理和技术要求均作

了进一步的明确［10］。这些法规标准的发布有力推进

了实验室感染防控力度的加强，降低了实验室事故

发生率，标志着我国步入了法制化管理病原微生物

实验室的轨道。尤为重要的是，2020年我国在生物

安全领域的第一则法律——《中华人民共和国生物

安全法》正式颁布（2021年 4月 15日开始施行），标

志着我国生物安全实验室的建设和管理已经走向成熟

阶段，该法对我国生物安全实验室的管理提出了更高

的要求。

实验动物主要是指在特定标准环境下通过人工培

育生长繁殖的特殊动物，常被用于生物医学探索、药

物评价等诸多与生命健康息息相关的科学实验研究，

是不可替代的特殊试验品［11］。开展动物实验的生物安

全实验室称为动物生物安全实验室，也分为ABSL-1、
ABSL-2、ABSL-3和ABSL-4四级［12］。为避免在动物

生物安全实验室内发生动物实验危险事故，应重点注

意三个方面的内容：一是应严格按照国家法律法规标

准规范等要求使用实验动物。动物实验之前应了解实

验拟使用的病原微生物背景，做好人兽共患病的病原

污染应急预案，做好防控工作，确保人员健康、环境

安全，以便实验顺利开展。二是遵循动物福利标准。
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在进行动物实验研究时，尽量减少人为干预，降低对

动物的伤害。三是要防止动物逃逸［13］。《中华人民共

和国生物安全法》第五章四十七条指出病原微生物实

验室应当在实验动物方面加强管理和采取防范措施，

严格控制实验动物逃逸和遵照国家规定进行实验动物

无害化处理，实现实验动物生命全过程可追溯；第九

章第七十七条指出，如违反生物安全法规定，把使用

后的实验动物流入市场的将进行相应处罚，情节严重

者甚至会被依法吊销相关许可证件。由此可见，在动

物生物安全实验室中防止动物逃逸、监管动物去向、

实现实验动物的可追溯管理是目前实验动物生物安全

领域亟需解决的问题。

2 实验动物标记技术与信息化管理现状

2.1 传统实验动物标记技术
长期以来，为了实现实验动物的准确识别，保证

动物个体之间不被混淆，研究人员采用了多种传统标

记方法。啮齿类动物实验常用的标记方法主要有染色

法、剃毛法、耳标法、仪器尾部号码纹身标记法、耳

孔法、断趾法等。但传统方法有一定的弊端，如染色

法主要用于大鼠、小鼠和兔，使用的染料可能存在潜

在毒性，易对动物健康及实验结果造成影响［1，3］；剃

毛法主要用于中大型动物如犬、兔，该方法操作简单，

但需要抓取保定，且标记时效短，只能标记少量动物；

耳标法适用于多种动物且成本低、可标记数量大的动

物群体，但该方法也需要进行动物抓取保定，且耳标

存在丢失的风险，此外有研究表明长期佩戴金属耳标

易引起耳部炎性反应等［14］；纹身法需要对动物进行麻

醉，使用的染料也可能存在毒性；耳孔法一般适用于

啮齿类小动物如大鼠、小鼠，其对动物有一定伤害，

易引起应激反应，另外标记或识别动物时均需要进行

动物抓取，工作量大，且需要提前绘制图谱并进行培

训才可有效识别；断趾法会导致动物疼痛和伤害，违

反动物福利伦理要求，已不被推荐使用［1］。
非人灵长类动物因与人类高度相似，已被广泛应

用于疫苗研究和药物评价实验中。传统的灵长类动物

标记方法主要有染色法、套圈法、剃毛法。但毛发染

色可能引起动物过敏，剃毛法和染色法的可识别时间

都较短，通常不足一个月，限制了它们的使用范围；

而套圈法是指给动物佩戴项圈以进行标记，但项圈的

长期佩戴会影响动物行为及健康［1］。
综上所述，传统的标记方法识别工作量大，而且

需要实验人员花费大量时间方可完成实验对应的动物

所有信息资料的录入，容易产生误写、误记现象，影

响实验结果的准确性和可追溯性，已无法适应动物生

物安全实验室中应用场景的发展需求。

2.2 自动识别技术研究进展及在实验动物领域的
应用

当前，物联网建设已成为国家未来发展战略之一。

在物联网整个产业链中，前端的数据采集与识别技术

是实现物联网的核心关键技术。目前在物联网相关的

识别技术中，二维码和RFID作为自动识别及溯源系统

建设的两大主流技术已经被广泛应用。条码识别技术

在20世纪80年代末期开始在我国得到一定的推广［15］，
其中的二维码技术逐渐应用于实验动物领域，例如在

动物耳标上采用条形码进行动物编号标记［3］等，通过

专用识读器读取二维码信息，最终与中央数据库相连，

即可实现动物防疫、检疫、饲养等环节多种信息的查

询，达到溯源目的。二维码技术因成本较低，目前已

被广泛应用，但长时间使用二维码会存在识读困难的

情况，且二维码无法实现无接触识别，需要借助耳标

等介质，不适宜于活体编码；尤其在生物安全实验室，

特别是生物安全二级以上屏障系统的动物实验室内，

使用二维码标记仍无法解决工作量大、暴露风险高的

问题。

随着生物技术和通信技术的发展，目前以RFID为
代表的新型识别技术共存的多种技术识别体系已经在

实验动物识别领域逐渐形成。RFID位于物联网的感知

层，技术人员可用它随时随地通过无线电讯号识别特

定目标，并获取目标物体的相关信息，因此是一种非

接触式的目标自动识别技术和数据采集技术［16-17］。
RFID标签因具有可读写能力、数据存储量大、经久耐

用、非接触性识别、无需人工干预、环境适应能力好

等优点，与现在被广泛应用的条形码相比，优势明显，

已成为自动识别技术的关键之一［3， 18］。
近年来有研究表明，RFID技术可在畜禽类动物个

体行为如畜禽采食、饮水行为、产蛋行为监测方面进

行有效应用［19-20］。在实验动物的跟踪和数据采集上，

RFID技术应用已有以下报道：（1）美国佛罗里达大学

实验室通过RFID标记小鼠笼盒实现5万只小鼠的溯源

管理工作［20-22］；（2）中国台湾麦德凯生命科学研究所

用RFID标记所有的饲育室、饲育笼架及饲育笼，将

RFID应用于实验动物饲育管理流程，同时也尝试将主

动式RFID芯片植入实验动物体内，从而建立身份识别
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系统，进行全时间溯源［20-22］；（3）英国研究者借助小

鼠RFID标签标记技术和红外视频采集技术建立了对群

体内小鼠个体行为和位置进行实时观察和自动分析的

群体笼盒分析系统（home cage analysis，HCA）［23-24］；
（4）加拿大研究者通过将RFID标签植入小鼠颈部皮

下，并结合体质量测量仪器，建立了可实现多只小鼠

体质量测量的自动系统［25］；（5）中国科学院半导体研

究所针对动物体温测量，设计制作了一种新型温度传

感器，可嵌入RFID标签并植入动物体内，同时实现目

标记别和体温检测［26］；（6）为了进行啮齿类动物模型

的行为学研究，德国研究团队开发出SocialScan动物社

交行为分析仪器与RFID标签联合使用的视频跟踪技

术［27］。此外，RFID 与地理信息系统 （geographic
information systems， GIS）、全球卫星定位 （global
positioning system，GPS）相结合，实现动物位置信息

跟踪，也是近年来在电子标记和信息化系统建立技术

方面的新突破［28］。如果在生物安全实验室中对实验动

物进行RFID电子标记，每个动物都相当于一个记录单

元，它的位置信息均可被实时监控，通过系统与手机

关联，下载系统APP可以随时无接触查看动物移动轨

迹，如发生变化，可提示饲养人员该动物可能发生逃

逸，应及时进行紧急处理。因此，基于RFID等的自动

识别技术，在动物生物安全实验室中有广泛的应用

前景。

3 自动识别技术在动物生物安全实验室内的
应用前景

动物生物安全实验室，特别是生物安全Ⅱ、Ⅲ、

Ⅳ实验室均为负压屏障环境，穿戴相应个人防护装备

的实验人员操作动物时相对难度更大，实验室内动物

实验活动一旦未能有效防范危险，与一般实验室相比，

潜在风险和危害巨大，将可能造成严重的人员暴露及

环境污染。为了进行有效的生物安全防控，实验室从

业人员需要预先对实验过程中可能存在的各种风险进

行评估，并提前采取防控措施，最终达到减少生物安

全事件发生以及降低由此带来的损失的目标 ［10，29］。
在动物生物安全实验室中，动物相关风险识别的主要

环节有以下几点：（1）动物实验过程中感染性动物逃

逸，导致污染扩散；（2）动物抓伤或咬伤饲育或实验

人员，导致人员感染；（3）动物实验废弃物及感染性

动物尸体处理不当，导致环境污染及人员感染［30-31］。
在动物生物安全实验室内，对实验动物进行RFID

标记结合数据采集及分析系统后，可实现无接触识别、

动物信息自动采集；RFID结合实时定位技术，可实时

监测动物位置。当发生动物逃逸时，信息系统可以跟

踪动物逃逸位置，有利于防控，能实现及时捕捉，并

且通过系统数据分析可获取动物所有生命信息，得知

逃逸动物是否感染病原微生物，便于研究人员制定相

应的应急处理措施，有效控制传染，降低危害。另外，

动物生物安全实验室内生物安全暴露风险较高，频繁

的人员干预不仅不利于生物安全管控，还会引起动物

应激反应。运用RFID等无接触识别技术可以实现生物

安全实验室中实验动物的身份识别与追踪，可以减少

人员与动物的接触操作，降低抓咬伤的发生率。此外

运用RFID等进行动物标记，建立动物全生命过程监控

系统，可跟进监督动物无害化处理过程，防止污染物

泄露［11-12］，并且可以实现动物尸体个体化可溯源追踪

和全流程管理，减少尸体处理过程中的不确定因素，

避免病原体扩散。未来在生物安全实验室内进行动物

实验时，通过RFID技术对动物进行标记，每个动物都

拥有独有的数字身份，同时基于实时定位的数据信息

系统实现动物位置跟踪，实现数据采集的自动化及信

息可追溯，将是实现生物安全有效管理的重大突破。

此外，除了二维码技术和RFID技术，2020年中国

研究团队在《iScience》上报告了一套较为完整的动物

面部个体识别跟踪系统：Tri-AI ［32］。未来如果该类面

部识别系统应用于猕猴等灵长类实验动物或者豚鼠、

兔、犬等动物生物安全实验室中，也将大大推进实验

动物可追溯系统的建立和生物安全管理。

4 结语与展望

本文对目前的动物标记和识别方法进行了初步分

析，从生物安全角度阐述了自动识别技术及可追溯系

统建立的必要性。2020年国家生物安全法出台，实验

室生物安全问题日益受到社会的广泛关注。在生物科

学研究过程中，对实验动物引入、实验、无害化处理

等环节进行准确、高效追踪和管理，将是解决动物实

验生物安全问题的有力保障。

目前自动识别技术和可追溯技术已开始被应用于

实验动物领域，尤其是RFID电子标签因其可实现从动

物出生到死亡的全过程追踪，并拥有编码唯一性、可

实现无障碍阅读、数据存储量大、识别间距远、读取

率高、防干扰能力较强、可实现个体编码等特点［15］，
已成为国内外自动标记研究及推广的焦点。未来以
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RFID技术为识别基础，融合动物体征感应、体质量测

量、实时定位分析等技术的可追溯系统的建立将是生

物安全实验室保障安全管理的关键着力点。总之，以

RFID等为代表的新型标记技术可实现实验动物背景信

息、实验信息、无害化处理信息等综合管理可追溯，

在实验动物领域具有广阔的应用前景。
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《中华人民共和国生物安全法》：病原微生物实验室生物安全

《中华人民共和国生物安全法》由中华人民共和国第十三届全国人民代表大会常务委员会第二十二次会议于2020年10月17
日通过，自2021年4月15日起施行。

第五章 病原微生物实验室生物安全
第四十二条 国家加强对病原微生物实验室生物安全的管理，制定统一的实验室生物安全标准。病原微生物实验室应当符

合生物安全国家标准和要求。从事病原微生物实验活动，应当严格遵守有关国家标准和实验室技术规范、操作规程，采取安全
防范措施。

第四十三条 国家根据病原微生物的传染性、感染后对人和动物的个体或者群体的危害程度，对病原微生物实行分类管理。
从事高致病性或者疑似高致病性病原微生物样本采集、保藏、运输活动，应当具备相应条件，符合生物安全管理规范。具

体办法由国务院卫生健康、农业农村主管部门制定。
第四十四条 设立病原微生物实验室，应当依法取得批准或者进行备案。个人不得设立病原微生物实验室或者从事病原微

生物实验活动。
第四十五条 国家根据对病原微生物的生物安全防护水平，对病原微生物实验室实行分等级管理。从事病原微生物实验活

动应当在相应等级的实验室进行。低等级病原微生物实验室不得从事国家病原微生物目录规定应当在高等级病原微生物实验室
进行的病原微生物实验活动。

第四十六条 高等级病原微生物实验室从事高致病性或者疑似高致病性病原微生物实验活动，应当经省级以上人民政府卫
生健康或者农业农村主管部门批准，并将实验活动情况向批准部门报告。对我国尚未发现或者已经宣布消灭的病原微生物，未
经批准不得从事相关实验活动。

第四十七条 病原微生物实验室应当采取措施，加强对实验动物的管理，防止实验动物逃逸，对使用后的实验动物按照国
家规定进行无害化处理，实现实验动物可追溯。禁止将使用后的实验动物流入市场。病原微生物实验室应当加强对实验活动废
弃物的管理，依法对废水、废气以及其他废弃物进行处置，采取措施防止污染。

第四十八条 病原微生物实验室的设立单位负责实验室的生物安全管理，制定科学、严格的管理制度，定期对有关生物安
全规定的落实情况进行检查，对实验室设施、设备、材料等进行检查、维护和更新，确保其符合国家标准。病原微生物实验室
设立单位的法定代表人和实验室负责人对实验室的生物安全负责。

第四十九条 病原微生物实验室的设立单位应当建立和完善安全保卫制度，采取安全保卫措施，保障实验室及其病原微生
物的安全。国家加强对高等级病原微生物实验室的安全保卫。高等级病原微生物实验室应当接受公安机关等部门有关实验室安
全保卫工作的监督指导，严防高致病性病原微生物泄漏、丢失和被盗、被抢。国家建立高等级病原微生物实验室人员进入审核
制度。进入高等级病原微生物实验室的人员应当经实验室负责人批准。对可能影响实验室生物安全的，不予批准；对批准进入
的，应当采取安全保障措施。

第五十条 病原微生物实验室的设立单位应当制定生物安全事件应急预案，定期组织开展人员培训和应急演练。发生高致
病性病原微生物泄漏、丢失和被盗、被抢或者其他生物安全风险的，应当按照应急预案的规定及时采取控制措施，并按照国家
规定报告。

第五十一条 病原微生物实验室所在地省级人民政府及其卫生健康主管部门应当加强实验室所在地感染性疾病医疗资源配
置，提高感染性疾病医疗救治能力。

第五十二条 企业对涉及病原微生物操作的生产车间的生物安全管理，依照有关病原微生物实验室的规定和其他生物安全
管理规范进行。涉及生物毒素、植物有害生物及其他生物因子操作的生物安全实验室的建设和管理，参照有关病原微生物实验
室的规定执行。

（《实验动物与比较医学》编辑部摘录）

**********************************************************************************************
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实验动物屏障设施管理中面临的生物安全问题及
对策探讨
杨玉琴

(上海市第一人民医院实验动物中心, 上海 200080)

[[摘要摘要]] 生物安全是国家安全的重要组成部分，有效控制实验动物生物危害是使用实验动物的基础。本文从实验动
物设施管理者的角度，以上海市第一人民医院实验动物中心的生物安全管理经验为基础，分析了目前实验动物屏障
设施在保证动物实验顺利开展过程中所面临的潜在生物安全威胁，并探讨了降低此类风险的相关对策，以期为良好
控制动物实验中生物安全问题提供借鉴。
[关键词] 实验动物；生物安全；设施管理；问题与对策
[中图分类号] Q95-33；R-332 [文献标志码]A [文章编号] 1674-5817（2022）02-0095-07

Biosafety Problems and Countermeasures in the Management of

Barrier Facilities for Laboratory Animals

YANG Yuqin
(Department of Laboratory Animal Center, Shanghai General Hospital, Shanghai 200080, China)
Correspondence to: YANG Yuqin, E-mail: fudanyan2007@ sina.com

[ABSTRACT] Biosafety is an important part of national security, and effective control of biological hazards
of laboratory animals is the basis of using laboratory animals. Based on the experience of biosafety
management in the Laboratory Animal Center of Shanghai General Hospital, this paper analyzed the
potential biosafety threats faced by laboratory animal barrier facilities in the process of ensuring the
smooth conducting of animal experiments from the perspective of a laboratory animal facility manager,
and discussed the relevant countermeasures to reduce such risks, in order to provide a reference for the
proper control of biosafety problems in animal experiments.
[Keywords] Laboratory animals; Biosafety; Facilitymanagement; Problems and countermeasures
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和不受威胁的状态，生物领域具备维护国家安全和持

续发展的能力。实验动物生物安全是指在生产或使用

实验动物过程中，有效防范和控制实验动物或动物实

验研究对环境和人类可能产生的潜在风险或现实危害。

目前，几乎所有生命科学领域的科研、教学、生产、

检定、安全评价和成果评定都离不开动物实验。科学

研究中使用实验动物的种类、品种、品系和数量越来

越多，实验动物生物安全已引起国内外高度重视。这

种生物安全的危险来自实验动物本身所携带的人兽共

患病或实验室获得性疾病，这些疾病病原给人和环境

带来感染的风险［1］。Mark等［2］分析发现，目前已知

1 145种人类传染病中超过60％为人兽共患病，从1991
年至今报告的24种新发传染病中有16种是从动物传播

来的，包括 2003 年暴发的严重急性呼吸综合征

（severe acute respiratory syndrome，SARS）和 H7N9型
禽流感疫情。还有文献［3］报道，几乎每年都会有一种

或两种新发或再现的病原体感染人类并传播，从长远

看，这样的发展速度意味着人类将面临着被疾病大肆

侵害的危险。

针对实验动物生物安全，我国一直在完善相关的

国家标准和法律法规：1994年颁布第一版实验动物国

家标准GB 14922.2—1994和GB 14925—1994，其中实

验动物分为普通级、清洁级、无特定病原体级和无菌

级，实验动物设施分为开放系统、亚屏障系统、屏障

系统和隔离系统；2001年第二版的实验动物国家标准

GB 14922.2—2001和GB 14925—2001中取消了普通级

大小鼠和亚屏障环境；2011年第三版的实验动物国家

标准 GB 14922.2—2011和 GB 14925—2010中对污水、

废弃物及动物尸体处理有了较具体的规定；2020年第

四版的实验动物国家标准征求意见稿 GB 14922.2—
2020中取消了清洁级动物分类。2021年4月15日开始

实施的《中华人民共和国生物安全法》标志着我国生

物安全进入依法治理的新阶段。屏障设施是目前开展

动物实验研究中建造和使用数量最多的一种实验动物

设施［4］，因此对该类设施中生物安全管理需要进行深

入研究探索。2021年罗银珠等［5］曾探讨了病原微生物

防控在实验动物设施管理与生物安全控制中的作用。

本文将以上海市第一人民医院实验动物中心的生物安

全管理经验为基础，围绕实验动物屏障设施管理中涉

及的三个主体即实验动物、人员和环境可能存在的生

物安全问题进行分析并提出相应对策，以期为国内同

行提供参考。

1 实验动物安全

实验动物是动物设施生物安全防控中最为重要的

一环。屏障设施建设和管理的主要目的是在保障动物

安全的前提下顺利开展实验，但在动物的引进、饲养

和实验中都存在病原微生物感染、繁殖及向环境、人

类扩散的风险，从而出现生物安全问题。近年来发生

的多起生物安全相关事故即反映了这个问题，如 2001
年北京某高校因使用不合格动物、动物实验操作不规

范而发生鼠源性人兽共患病流行性出血热，致使 1名
教职人员死亡和 700多名师生隔离；2011年黑龙江省

某高校的 27名学生及 1名教师因使用 4只未检疫山羊

进行实验而感染布鲁氏菌病；2021年北京某设施的一

名兽医因感染猴B病毒而死亡［6-7］。因此加强对实验

动物及实验动物设施等各方面的生物安全管理显得尤

为重要。

1.1 引进实验动物的安全
引进实验动物是使用实验动物的第一道流程。加

强实验动物质量管理，完善动物检验检疫体系，能从

源头上避免生物安全事故的发生，并且减少生物安全

隐患。实验动物的引进主要有以下几个途径：国外公

司和科研院所、国内生产实验动物的公司和科研院所。

1.1.1 来源于国外有资质公司和科研院所的实验
动物安全管理

进口实验动物主要是从国外的实验动物公司和科

研院所引进。随着实验动物进口数量的增加，输入病

原微生物的风险也会逐渐增加。国内首次发现小鼠牛

棒状杆菌就是从进口的裸鼠体内分离获得。2010年一

批经上海海关进口入境的裸鼠在隔离期间皮肤表面出

现了白色鳞片状样物质，短时间内 80%的小鼠都出现

了相同的症状，经鉴定为牛棒状杆菌。此前该病在日

本、美国和意大利的实验动物设施内暴发，是国外实

验动物供应商重点监测的裸鼠疫病之一，但在我国尚

未有发生该病的动物病例报道［8］，也未将其作为检测

项目列入进境动物检疫疫病名录内。因此，2020年 1
月农业农村部会同海关总署组织发布了新的《中华人

民共和国进境动物检疫疫病名录》，里面涉及了很多国

内外常见的病原微生物，目前从国外引进的实验动物

均按该名录内的项目进行检测，尽量避免新型病原微

生物的输入。经过入境口岸隔离检疫后的动物，在进

入设施时还应按实验目的及进入的设施区域不同，采

取不同的检验检疫方法。我院实验动物中心的经验是：
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如后续做动物实验，在进入实验区前需要对动物进行

隔离检疫，隔离检疫期间进行一般状态观察和/或病原

微生物检测；如后续开展长期的保种繁殖，则在进入

繁殖区前还需要完成生物净化。

1.1.2 来源于国内实验动物生产公司的实验动物
安全管理

目前，国内实验动物生产公司的动物质量逐年提

高，但个别公司由于一些原因也存在动物病原微生物

感染的情况。若携带按国标需排除的病原微生物的动

物直接进入设施，会给实验动物设施带来较大的生物

安全风险［9-10］。因此，我院实验动物中心对目前国内

主要的实验动物生产单位进行筛选，挑选出有资质的

可信任供应商，与之建立长期合作关系，以保证实验

动物的质量。并根据订购动物的来源不同，采取不同

的管理方法。如实验动物来自可靠的供应商且进入实

验区做实验前，需对实验动物进行隔离检疫和适应性

饲养；在此期间，应对实验动物进行一般状态观察和

动物病原微生物的随机抽检。如实验动物来自非可靠

供应商，检疫内容主要包括动物一般状态观察和动物

病原微生物的每批按比例检测。对于计划开展长期保

种繁殖的动物，均需生物净化后方可进入繁殖区。

1.1.3 来源于国内有资质科研院所的实验动物安
全管理

目前，国内各科研院所的实验动物设施硬件条件

参差不齐，动物病原微生物管控侧重点也不尽相

同［7］。故来源于科研院所的实验动物直接进入设施，

潜在风险较大，需要严格控制。我院实验动物中心的

要求是：如动物需进入实验区做短期实验，需对每批

动物进行隔离检疫及适应性饲养，隔离检疫期间对实

验动物进行一般状态观察和按比例病原微生物检测；

待实验动物监测合格后，方可从检疫室进入饲养室。

进入繁殖区开展长期保种繁殖的动物，先需要完成生

物净化。

1.2 动物饲养过程中的安全
规范实验动物的饲养是屏障设施管理的核心，也

是实验动物使用的最基本保障。屏障内实验动物的规

范饲养应符合国家标准，除硬件设施外，还应有与之

相匹配的软件管理体系。2007年广州市某高校实验动

物中心发生了实验人员感染肾综合征出血热的事件，

其原因就是设施内饲养的大鼠被外源性野鼠感染了出

血热病毒［11］。因此，在设施管理中要保证进入的物

品、人员和动物的可控性，不能进入的坚决禁止，同

时做好内部饲养、消毒和检测工作，保证设施的正常

运行，降低实验动物感染风险，减少生物安全事故的

发生。

1.2.1 饲养相关物品和笼器具的安全管理
进入设施中与饲养相关的物品主要包括水、饲料、

垫料和动物笼盒等。如果物品传入管理不当会给整个

设施带来严重的污染问题，故相关物品必须保证无菌。

目前我院实验动物中心的要求是：饮用水需经反渗透

过滤制备或高温高压灭菌，灌装存放有效期不应超过

5 d；垫料和动物笼盒必须经过高温高压灭菌后进入；

袋装辐照饲料需用消毒水浸泡，确认其外包装的密闭

性后，经喷雾结合紫外消毒的方式处理后进入；洁净

的笼具在设施内有效存放时间不能超过 2周。物品在

设施内移动都应保持单向流动：洁物间→清洁走廊→
动物饲养室或实验室→污染走廊→缓冲间→清洗间。

即从相对洁净的区域流向相对污染的区域，不能反向

流动。同时制定严格的清洁消毒制度，清洁消毒需由

专人负责，定期检查。定期做好笼盒、水瓶的更换和

仪器设备及环境的消毒工作，动物饲养笼盒每1～2周
更换一次，饮水瓶按需更换，设施内部每周整体打扫

消毒一次；每批动物实验结束后，必须更换该批动物

的笼具、水瓶，用消毒液擦拭笼架后，方可开展下一

实验；饲养室每3～6个月清空一次，进行整体消毒等。

1.2.2 防范野生动物进入和设施内部动物逃逸的
安全管理

野生动物是很多人兽共患病的宿主［12-13］，见表1。
屏障设施有非常高的密闭性，但设施外围的野鼠、昆

虫数量众多，极可能在设施门开闭时进入，防不胜防。

一旦与设施内实验动物接触或污染饲料垫料，极有可

能引发生物安全事故。因此，必须做好防虫防鼠的措

施。我院实验动物中心采取的措施主要包括以下三点：

首先，清除吸引或支持害虫生存的环境因素，加强设

施周围的环境治理，垃圾和积水是野生鼠和蚊虫繁殖

和生存的重要条件［14］，因此制定了相应的管理制度并

及时清理垃圾和积水，搞好外围环境卫生；其次，消

除野生动物潜在入口，在设施的各个进出口设置挡鼠

板，对进入人员加强随手关门的教育和管理，防止开

门时野鼠乘机进入；最后，可以采用器械和药物对野

生鼠和蚊虫进行捕抓，如在一定范围内设置诱饵等。

设施内部动物的管理也非常重要。屏障设施是一

个动态的系统，空气环境、物品和实验动物都在不断

的更新，因此需要加强防护，降低因某间饲养室或某
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只动物感染造成影响范围和危害程度扩大。在屏障设

施内开展各种需要打开笼盒的操作，条件允许时尽量

在负压操作台内进行。发现实验动物逃逸，应迅速关

闭门，及时进行抓捕。要查明逃逸原因，并制定相关

措施，防止实验动物再次逃逸。原则上逃逸动物一律

处死，做好相关记录。如因实验需要必须保留此动物，

实验人员须给出充足的理由并降级别饲养。

1 .2.3 具有潜在风险的特殊品系动物安全管理
基因修饰动物是通过基因工程和克隆技术获得新

的实验动物模型。目前，基因修饰动物应用范围非常

广泛，数量庞大，但其遗传物质变化带来的风险一般

无法在表型上鉴别，可能会对自然环境和人类健康造

成潜在的威胁［15］。尤其是当使用这些实验动物的人员

不能确保正确合理的操作和管理，使其逃逸到自然环

境中，与同种类动物发生遗传物质的交换和传代，就

可能把人类疾病的易感基因转移出去，造成传染性疾

病的大流行，破坏生态环境平衡，直接危害人类健康。

另外免疫缺陷动物由于免疫功能较低，很容易被环境

和人的病原微生物感染，形成病原微生物的放大效应，

且该动物主要被应用于细胞和生物样本的接种实验，

也易引发生物安全事故［16］。因此，我院实验动物中心

对于这些特殊品系的动物安排独立的房间和饲养人员

进行饲养，减少与其他实验动物接触。

1 .2.4 设施整体和处理系统的安全管理
影响实验动物健康的因素非常复杂，不同的病原

微生物传播途径也不尽相同。一旦设施内部某个环节

发生问题，又未及时发现和处理，即会造成重大的污

染事故。因此要建立定期对实验动物屏障设施进行监

测和优化的管理体系。

我院实验动物中心的监测内容主要包括以下几个

方面：设施环境方面，每三个月对设施内部环境、仪

器设备表面和进出风口进行病原微生物检测；实验动

物方面，饲养人员每日观察，结合兽医每周巡检和每

三个月对哨兵鼠进行国家标准以上的病原微生物检测；

物品方面，不定期对传入设施内部的饲料、垫料和水

进行病原微生物检测。监测到以上任何一方面有问题，

都需要从这三个方面进行排查，确定问题原因和范围。

如果仅仅是环境或物品出现问题，未影响到实验动物，

那么处理相对简单，可以加强消毒并严格管控物品。

如果出现患病动物，则需要进一步确定患病动物范围

和是否为传染病。如果是个别动物患病，应将异常动

物放入隔离室单独饲养，兽医确认患病原因，与项目

负责人商议是否治疗或者处死；如需治疗，应详细记

录治疗的理由、批准手续、检查情况、药物处方、治

疗日期和结果（治疗原则以不影响试验结果为准）；如

需处死，则采取安乐死方法，尸体置于冰柜暂存。如

表1 野生啮齿类动物携带的常见人兽共患病原微生物
Table 1 Common zoonotic protomicroorganisms carried bywild rodents
疾病病原体
肝毛细线虫
棘球绦虫
脑胞内原虫
粗带绦虫
带状绦虫
弓形虫
虫媒病毒
脑心肌炎病毒
汉坦病毒
淋巴细胞性脉络丛脑膜炎病毒
正痘病毒
副痘病毒
巴尔通体
螺旋体
衣原体
伯纳特立克次体
钩端螺旋体
鸟型副结核分枝杆菌
立克次体
金黄色葡萄球菌

病原体类型
寄生虫
寄生虫
寄生虫
寄生虫
寄生虫
寄生虫
病毒
病毒
病毒
病毒
病毒
病毒
细菌
细菌
细菌
细菌
细菌
细菌
细菌
细菌

人兽共患病
是
是
是
是
是
是
是
是
是
是
是
是
是
是
是
是
是
是
是
是

可能携带病原体的动物
野生啮齿类动物
野生啮齿类动物
野生啮齿类动物
普通田鼠
普通田鼠
普通田鼠

野生啮齿类动物
野生啮齿类动物

普通田鼠、家鼠以及其他野生啮齿类动物
普通田鼠

野生啮齿类动物
野生啮齿类动物
普通田鼠

岸鼠、普通田鼠
多种野生啮齿动物
岸鼠、普通田鼠
岸鼠、普通田鼠
黄颈田鼠

岸鼠、普通田鼠
野生啮齿类动物
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果是整群动物患病，则由兽医人员和项目负责人确诊，

不能排除时请兽医专家会诊结合有关单位检测来确定；

若诊断为传染性疾病，应立即处死所有患病动物并交

给有资质的医疗废物处置机构，按《中华人民共和国

动物防疫法》进行无害化处理，同时对整个设施内所

有动物进行检查，核查被感染的范围，及时上报当地

的实验动物管理和动物防疫监督机构。

1.3 动物实验过程中的安全
能高效开展动物实验且获得有效的实验数据是使

用实验动物的根本目的。动物的引进和饲养都是为动

物实验开展提供的基础保障。但开展动物实验的过程

中涉及到人员、实验物品和动物的相互交叉，如不能

有效控制其潜在风险，易引发重大的生物安全事故。

1.3.1 实验项目的安全管理
为了保证动物实验的顺利开展，所有在设施内开

展的实验项目均需向该设施所在单位的实验动物伦理

委员会提交申请，对该实验项目开展的必要性、实验

方法、伦理福利措施及设施是否符合动物实验要求等

进行审核。需要强调，屏障设施不能开展涉及病原微

生物等的感染类实验。

1.3.2 实验材料的安全管理
实验人员所携带的动物实验材料也是“屏障关”

较难控制的方面。我院实验动物中心对实验材料进入

屏障的总体管理原则是分类传入：可高压物品必须高

温高压处理；不耐高温的物品可以用消毒液喷雾或紫

外照射；既不耐高温高压，也不能采用消毒液浸泡处

理的物品，可用消毒液熏蒸处理后进入。在外配制的

试剂和细胞，需留样抽检。对于难以消毒灭菌的碎冰、

手机等，禁止传入；可以在屏障内配置高性能的相机

或平板电脑，方便数据的收集。在屏障内外放置低温

金属浴，以保障需要在低温保存试剂和细胞的实验的

顺利开展。此外，生物材料在实验动物模型制作方面

的广泛应用也为实验动物防疫安全提出了挑战。因此，

在生物安全管理上尤其要做好各种来源的生物材料安

全性检测，防止携带人源或动物源传染性病原的标本

用于实验动物。

1.3.3 实验人员操作的安全管理
在医院和高校的动物屏障设施内实验人员人数较

多且进出频繁，是屏障环境防疫安全较难控制的因素。

实验操作过程中的任何不规范现象，都会对实验结果、

动物和环境造成不良的影响。对申请进入设施开展动

物实验的人员要进行理论和实践方面的培训，包括设

施使用、动物实验技术和无菌手术操作等，让实验人

员严格遵守操作规程，规范化、程序化、标准化地开

展动物实验，减少在设施内独立开展实验时发生生物

安全事故的概率。同时兽医在屏障设施内巡查时，应

对实验人员进行动物实验操作过程中出现的问题进行

及时纠错，以保证将人员危险因素降到最低。

1.3.4 实验中取出动物的安全管理
在实验动物屏障设施内开展各种类型的实验，需

要的仪器设备也各式各样，但在设施内无法配全所有

的仪器设备，因此就会出现有一部分实验需要将动物

取出设施，在设施外完成实验。但取出后动物是不能

再返回屏障设施内的，因此很多单位都会在屏障外设

置一个暂养区［17］。在该区域可以短期内继续进行实验

观察，把潜在的风险排除在屏障设施之外，避免屏障

内其他动物受到影响。

暂养区作为屏障设施外的一个有效的补充区域，

不仅降低了取出的实验动物在屏障设施外实验区域发

生安全事故概率，也保障了实验的顺利开展；但放置

在暂养区的动物因为均在外部暴露过，被感染的概率

非常高，因此需对暂养区房间及动物加强管理。我院

实验动物中心目前主要在设施条件、动物饲养和取出

动物返还等方面加强了管理。暂养区的内部设有独立

通气笼盒和负压换笼工作站，饲养、消毒管理与屏障

系统一致；饲养在暂养区的动物不允许繁殖，且饲养

时间不能超过 2个月；同时设置哨兵鼠对该区域内动

物的病原微生物进行监测。

凡允许返回到暂养区的实验动物需满足以下几

点：⑴实验动物移至屏障环境外的实验室，必须通

过单位实验动物伦理委员会的审查；⑵实验人员在

运输该批实验动物时，选择了合适的运输工具和运

输方式，并保证了动物的生物安全且符合伦理要求；

⑶该批实验动物在区域外未与其他不明来源的动物

接触，未接触可能存在污染风险的仪器设备；⑷返

还的实验动物规格（品系、数量、周龄等）须和取

出的实验动物一致，如有数量的变化需标明及记录。

兽医将对返回的实验动物按国家标准进行定期抽检。

2 实验和饲养人员安全

目前，在屏障设施的生物安全管理过程中，人们

关注点大多集中在动物的安全上，而对于实验和饲养

人员的人身健康及生命安全的关注较少［18］。由于实验

或饲养人员会与实验动物及排泄物直接接触，所以一
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旦发生人兽共患病或操作意外，即可能造成较严重的

后果。因此，必须加强对实验和饲养人员的生物安全

防护工作。

2.1 安全防护设备的配备
屏障系统内必须配备安全防护设备。安全防护设备

可分为个人防护设备（personal protective equipment，
PPE）和生物安全柜（biosafety cabinet，BSC）［19］。PPE
是对实验和饲养人员的重要保护屏障。因此进入设施

应正确穿戴防护装备，如手套、口罩、鞋套、隔离服

等。实验人员手上有皮肤破损或皮疹时应戴双层手

套；实验人员进行动物抓取操作不熟练时，需佩戴防

咬手套；针对可能发生的实验动物咬伤或抓伤，手术

器械如手术针、手术刀、手术剪、注射器等锐器刺伤等

伤害事件，设施内需要配备利器盒，设施外需配备医疗

急救箱等，以提高整体防护等级，保护实验人员安全。

在实验动物饲养和实验开展过程中有很多操作可

能产生气溶胶［6］，尤其在笼盒更换、动物实验解剖、

脏垫料处理过程中，实验或饲养人员会直接接触动物

及其排泄物，如果实验动物患有人兽共患病，其产生

的大量的微生物气溶胶会对相关人员造成危害。BSC
是目前最常用且最有效的实验室生物安全防护设施，

它可以将传染性气溶胶限制在一定空间内，使其不会

扩散出去危害操作者。因此在我院实验动物设施内各

个操作间配备相应的负压的换笼工作站、生物安全柜，

在设施外放置了负压垫料处理柜，以上措施可有效减

少气溶胶导致的人员生物安全事故的发生。

2.2 安全培训体系的建立
为了确保人员安全，实验动物设施的管理者需建

立一套知识面广、内容细致且可行性强的课程体系，

包括人员个人防护、实验动物技术操作和仪器使用操

作规范等，通过培训不断加强饲养及实验人员的自我

保护意识［20］。内容可包括但不限于：根据实验动物设

施生物安全个人防护的配备原则，穿着合适的 PPE；
规范实验动物技术操作，加强熟练性训练，逐步掌握

正确的防护措施，从而有效避免针刺伤、锐器伤和动

物咬伤等伤害事件；正确使用设施内的各种仪器设备，

加大仪器标准操作的宣传力度，以充分发挥设备的防

护作用。例如，可将实验动物相关安全概念及危害等

做成展板海报，贴在实验动物设施的宣传栏内。

3 环境安全

在实验动物设施运行过程中，主要产生固体、液

体和气体三种形式废弃物［21］，如果按照普通生活垃圾

处理，将固体废弃物随意丢弃，液体废弃物直接排入

下水道，气体废弃物直接排放到周围大气中，不仅污

染环境，还增加传染性疾病传播的概率，给人类日常

生活带来巨大的威胁。因此，应对实验动物废弃物进

行分类收集，通过相应设备进行处理后排放或者交由

有资质单位进行无害化处理。

3.1 液体废弃物的排放
液体废弃物主要是由清洗动物笼具及各种实验用

品产生的大量含有实验动物排泄物的污水［22］。感染性

动物因含有大量的病原菌，其废水不宜直接排放，要

先经消毒处理；非感染性动物废水可不进行消毒，但

所有废水的氨氮和其他指标需达到相应的国家和地方

标准后方可排入市政污水管网。

3.2 气体废弃物的排放
气体废弃物主要是由动物粪尿发酵分解产生的具

有特殊气味的有害气体，主要含有氨、氯、硫化氢和

硫醇等。废气未经过有效处理就直接排放，会对周边

环境造成很大程度的污染，需要在设施的排风系统末

端连接除臭设备，经过滤除臭，达到相应的国家和地

方标准后再进行排放。

3.3 固体废弃物的排放
固体废弃物主要是实验产生的废化学试剂、动物

粪便混合的饲料、垫料、动物尸体及更换的各类过滤

器，均应作为医疗废弃物，委托当地的固体废物处置

中心或有资质的公司进行专业处理［23］。

4 结语

21世纪以来，全球范围内发生的公共卫生事件

中，人兽共患病所占的比例不断增加［24］。人类、动物

和环境的联系越来越紧密，“同一健康（One Health）”

理念应运而生。这一理念注重人类、动物和环境健康

间的关联性，强调跨学科、跨部门、跨区域的合作，

重视环境在疫病传播过程中的作用，旨在实现人类、

动物和环境的整体健康［25］。屏障系统作为目前我国建

造和使用数量最多的实验动物设施，对其涉及的动物、

人员和环境的生物安全风险进行有效的分析评估，并

建立其相应的生物安全防范措施，才能实现安全管理，

保障动物相关教学、科研有条不紊地进行。希望笔者

的探索和尝试可为其他实验动物屏障系统的生物安全

管理提供参考和借鉴。

[利益声明]作者声明本文不存在利益冲突。
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[摘要] 目的 对自主研发的生物安全型换笼工作台进行功能检测与安全性评价。方法 依据YY 0569—2011《Ⅱ级
生物安全柜》、RB/T 199—2015《实验室设备生物安全性能评价技术规范》等标准对自主研发的由深圳泓腾生物科
技有限公司生产的生物安全型换笼工作台（HT-1303）的各项性能指标进行检测，并判定其有效性及安全性。结
果 换笼工作台的主体外观完整性和稳定性、工作区洁净度、流入气流流速、下降气流流速、照度、噪声、气流流
向、高效过滤器等检测效果良好，达到Ⅱ级生物安全柜标准。污染物品回收舱及器物表面灭菌舱的气密性效果良
好，其尺寸、灭菌笼盒数量等还需进一步改进。结论 本团队研制的生物安全型换笼工作台可实现整机正常运行，
其各项指标合格，能够完成负压环境下独立通风笼具的更换，并保证操作者、实验对象及环境的安全。
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and RB/T 199-2015 "Laboratory Equipment Biosafety Performance Evaluation Technical Specifications", we
detected the various performance indicators of the cage changing workbench (HT-1303), which was
independently developed and produced by Shenzhen Hongteng Biological Technology Co., LTD, and
evaluated the safety and validity. Results The appearance integrity and stability of the main body of the
biosafety cage changing workbench, the cleanliness of the working area, the velocity of the inflow airflow,
the velocity of the descending airflow, the illuminance, the noise level, the airflow direction, the high-
efficiency particulate air filter were at good condition, reaching the standards of level II biological safety
cabinet. The airtightness of the contaminated goods recovery cabin and the sterilization chamber of utensil
surface was good, but the size and quantity of the sterilized cage box need to be further improved.
Conclusion The biosafety cage changing workbench developed by our team can be operated properly in
whole. It can complete the replacement of individually ventilated cages in this workbench under negative
pressure environment. Our workbench also can ensure the safety of operators, environment and
experimental subjects.
[Keywords] Biosafety cage changing workbench; Performance test; Biosafety

近年来，新型冠状病毒肺炎、非洲猪瘟等新发突

发传染病不断暴发，对人类和动物健康造成了严重的

威胁。生物安全实验室是探索病原微生物的致病性、

免疫机制，以及开发药物和疫苗等的重要场所，它通

过配备实验室设施设备、个人防护装备等屏障，并建

立良好的操作规程和严格的管理措施控制生物危害，

实现保护实验人员和环境，防止病原微生物造成危害

性污染的目标［1］。生物安全作为国家总体安全的重要

组成部分，事关人类健康、公共卫生安全、国家经济

发展和社会稳定［2］。自 2020年 10月起，我国通过并

实施《中华人民共和国生物安全法》，从法律层面构筑

了国家生物安全防线［3］；出台了一系列关于“加强病

原微生物实验室生物安全管理”的规定，其中重点强

调科研人员在操作病原微生物及进行动物实验时要避

免微生物、实验动物对人和环境造成污染，同时避免

不同分组的实验动物之间相互污染以保证动物实验结

果的准确性和可靠性［4］。
在生物安全实验室进行小鼠实验时通常需要使用

负压独立通风笼具 （individually ventilated cages，
IVC）。为了维持 IVC笼盒内小环境稳定，定期更换笼

盒是重要手段。为了避免笼盒内可能存在的致病性微

生物导致换笼操作过程中发生微生物外泄、交叉感染

等一系列问题，研究人员专门为更换 IVC笼盒设计出

一种特殊的 II级生物安全柜，即生物安全型换笼工作

台（以下简称换笼台）。它能够防止操作处理过程中含

有危险性或未知生物微粒的气溶胶散逸对操作者和环

境造成危害，具有生物安全柜和换笼台的双重功用。

目前，换笼台代表产品有意大利 Tecniplast公司的

BS60、BS48型和美国 Allentown公司的 SC4、SC6型。

Tecniplast公司的BS60型拓展产品即 IBS型兼具 II级生

物安全柜和换笼两种功能；换笼台台体符合 II级生物

安全柜的要求，可保护动物、环境及人员不受污染；

两边设有独立的外挂设备，一侧是采用双门转移切换

装置（double porte transfer exchange，DPTE）与台体连

接的高压灭菌传递舱，能够对污染物料及更换下的笼

盒进行高压灭菌，另一侧则配备一个液体浸泡池，对

完成换笼待传回隔离笼架的笼盒外表面进行消毒。

针对我国高等级生物安全实验室的需求，本团队

自主研发了一种新的生物安全型换笼工作台，以作为

保障实验环境和操作者的第一道屏障。自主研发的换

笼台结构也分为三个部分：第一部分是 II级生物安全

柜，作为换笼操作的工作区域；第二部分是左侧的外

挂设备，通过DPTE连接的污染物品回收舱，用于传递

更换下来的污染物品及笼盒，转运至高压灭菌器处理；

第三部分是右侧设置配套的更换后笼盒外表面灭菌装

置，以及通过气密门与换笼台台体连接的器物表面灭

菌舱。本研究对该换笼台进行性能测试与安全性评价，

包括换笼台的主体性能、污染物品回收舱与器物表面

灭菌舱的气密性测试、换笼台实际使用操作等，具体

报告如下。

1 设备与方法

1.1 换笼台结构概述
自主研发的生物安全型换笼台由台体、工作区域、

通风过滤系统、监控系统、传递系统、支撑系统和消

毒系统组成（图1）。
台体部分是操作 IVC笼盒的空间（即工作区），由

外壳和内壳围成长方体，污染部位处于负压状态或被
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and RB/T 199-2015 "Laboratory Equipment Biosafety Performance Evaluation Technical Specifications", we
detected the various performance indicators of the cage changing workbench (HT-1303), which was
independently developed and produced by Shenzhen Hongteng Biological Technology Co., LTD, and
evaluated the safety and validity. Results The appearance integrity and stability of the main body of the
biosafety cage changing workbench, the cleanliness of the working area, the velocity of the inflow airflow,
the velocity of the descending airflow, the illuminance, the noise level, the airflow direction, the high-
efficiency particulate air filter were at good condition, reaching the standards of level II biological safety
cabinet. The airtightness of the contaminated goods recovery cabin and the sterilization chamber of utensil
surface was good, but the size and quantity of the sterilized cage box need to be further improved.
Conclusion The biosafety cage changing workbench developed by our team can be operated properly in
whole. It can complete the replacement of individually ventilated cages in this workbench under negative
pressure environment. Our workbench also can ensure the safety of operators, environment and
experimental subjects.
[Keywords] Biosafety cage changing workbench; Performance test; Biosafety
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立良好的操作规程和严格的管理措施控制生物危害，

实现保护实验人员和环境，防止病原微生物造成危害

性污染的目标［1］。生物安全作为国家总体安全的重要

组成部分，事关人类健康、公共卫生安全、国家经济

发展和社会稳定［2］。自 2020年 10月起，我国通过并

实施《中华人民共和国生物安全法》，从法律层面构筑

了国家生物安全防线［3］；出台了一系列关于“加强病

原微生物实验室生物安全管理”的规定，其中重点强

调科研人员在操作病原微生物及进行动物实验时要避

免微生物、实验动物对人和环境造成污染，同时避免

不同分组的实验动物之间相互污染以保证动物实验结

果的准确性和可靠性［4］。
在生物安全实验室进行小鼠实验时通常需要使用

负压独立通风笼具 （individually ventilated cages，
IVC）。为了维持 IVC笼盒内小环境稳定，定期更换笼

盒是重要手段。为了避免笼盒内可能存在的致病性微

生物导致换笼操作过程中发生微生物外泄、交叉感染
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BS60、BS48型和美国 Allentown公司的 SC4、SC6型。
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挂设备，通过DPTE连接的污染物品回收舱，用于传递

更换下来的污染物品及笼盒，转运至高压灭菌器处理；

第三部分是右侧设置配套的更换后笼盒外表面灭菌装

置，以及通过气密门与换笼台台体连接的器物表面灭

菌舱。本研究对该换笼台进行性能测试与安全性评价，

包括换笼台的主体性能、污染物品回收舱与器物表面

灭菌舱的气密性测试、换笼台实际使用操作等，具体

报告如下。

1 设备与方法

1.1 换笼台结构概述
自主研发的生物安全型换笼台由台体、工作区域、

通风过滤系统、监控系统、传递系统、支撑系统和消

毒系统组成（图1）。
台体部分是操作 IVC笼盒的空间（即工作区），由

外壳和内壳围成长方体，污染部位处于负压状态或被
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负压区包围，具备 II级A2型生物安全柜的功能。

工作区顶部为送风高效过滤器。箱体前部的前面

板是一个可升降的前窗操作口。通风过滤系统由驱动

风机、风道、循环空气过滤器和外排空气过滤器组成。

当换笼台的驱动风机启动以后，外界气体从前窗

操作口周边及操作者的周围向内吸入进风格栅，在换

笼台工作区内形成一定的负压；经高效空气过滤器过

滤的洁净空气从顶部垂直向下流经工作区；下降气流

沿前壁引入到换笼台的前窗操作口处，并流入进风格

栅，形成一道特殊的垂直气幕；进入进风格栅的气流

与工作区下降气流一起通过密封风道进入气室，一部

分由送风高效空气滤器过滤后再进入工作区，另一部

分经过排风高效空气过滤器过滤后通过排风管道排至

大气中。换笼台排风道安装有互锁系统，防止排风流

量不足时，换笼台风机继续工作，使换笼台产生正压，

导致工作区域的气流外溢至实验室。

监 控 系 统 主 要 由 可 编 程 逻 辑 控 制 器

（programmable logic controller，PLC）控制模块、显示

屏、压差传感器、密闭阀执行器、变频器、照明、温

湿度传感器、报警模块、开关、电源等组成，可控制

排风机的启停、密闭阀开关、压差、温度、照明、报

警等。联锁报警主要有前窗操作口报警、供/排风机联

锁报警、气流显示与报警器、设置室外排风机联动

报警。

传递系统包括更换后 IVC笼盒的外表面灭菌装置

即器物表面灭菌舱（即笼盒传递舱）和无泄漏传递、

处理污染物品的高压灭菌传递舱。换笼台台体的一侧

设置更换后 IVC笼盒的外表面灭菌装置，该装置为密

闭灭菌舱，与换笼台主体通过气密门连接，设置有压

力测试孔，气密性符合YY 0569—2011标准中Ⅲ级生

物安全柜要求。灭菌方法采用气（汽）体熏蒸法，避

免消毒剂残留对 IVC笼盒内的实验动物构成伤害。在

换笼台上设定更换好的笼盒传递循环、灭菌时间和程

序，并对过程进行控制，保证灭菌效果和 IVC笼盒内

实验动物不缺氧。换笼台台体的另一侧设置DPTE，连

接污染物品回收舱，即脏笼盒收集桶（或高压灭菌

袋），在无泄漏的条件下传递更换下来的 IVC笼盒、动

物饮水瓶、脏垫料等污染物品及材料，通过DPTE转移

至污染物品回收舱，再转运至高压灭菌器进行灭菌处

理。污染物品回收舱上设置有安全排气阀。

支撑系统包括分别支撑台体核心部分、器物表面

灭菌舱、高压灭菌传递舱的可调节支撑脚及脚轮。

1.2 主要检测设备与条件
主要检测设备包括德国 testo 540照度计（精度±

3%）、芬兰 vaisala HM41手持式温湿度计 （±1.5 %
RH、±0.2℃）、中国 数字声级计 TES-1350A、美国

图1 自主研发生物安全型小鼠IVC换笼台的平面示意图
Figure1 Schematic diagram of self-developed biosafetymouse IVC cage changing workbench
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Lighthouse HANDHELD 3016手持式激光粒子/尘埃粒子

计数器（精度 10%）、法国KIMO VT110便携式风速仪

（精确度：±0.05 m/s）、美国ATI气溶胶光度计TDA-2i
（精确度：读数值的0.01%）、美国TSI雾化气溶胶发生

器 3079、上海捷豹无油静音空压机（2530） 750-29L
（额定排气压力0.7 MPa），这些设备均为黑龙江省实验

动物质量监督检验站所有，均经过检定校准，有效期

为 2020年 8月—2021年 8月。检测人员为黑龙江省实

验动物质量监督检验站检测员和团队科研人员，专业

技术能力合格。检测对象为本团队自主研发的换笼台

1、2、3，以及某国外换笼台产品及某进口 Thermo
Scientific 1300系列Ⅱ级A2型生物安全柜（作为对照）。

1.3 检测内容及方法
1.3.1 换笼台安装和运行环境检测

依据 GB 14925—2010《实验动物 环境及设施》、

GB 50447—2008《实验动物设施建筑技术规范》、GB
19489—2008《实验室生物安全通用要求》、GB 50346—
2011《生物安全实验室建筑技术规范》标准检测换笼

台安装和运行环境。

1.3.2 换笼台主体与Ⅱ级A2型生物安全柜性能
检测

依据 YY 0569—2011《Ⅱ级生物安全柜》、RB/T
199—2015《实验室设备生物安全性能评价技术规范》、

JG 170—2005《生物安全柜》、GB 50346—2011《生物

安全实验室建筑技术规范》、RB/T 010—2019《实验动

物屏障和隔离装置评价通用要求》，对换笼台及Ⅱ级

A2生物安全柜的性能指标进行现场检测。

1.3.2.1 外观完整性与稳定性检测

根据YY 0569—2011标准，观察自主研发的换笼

台和某国外换笼台产品的台体、生物安全柜的柜体表

面有无明显划伤、压痕及锈斑，表面是否光滑洁净，

设备外观是否规矩平整；具有说明功能的文字、符号

等标记是否表述清晰正确，且安装是否端正、牢固；

查看柜体焊接部位是否牢固，焊接表面是否光滑；可

移动窗开启与关闭是否顺畅，是否产生卡死现象，是

否有明显晃动；报警和联锁系统是否正常；在最容易

倾倒的方向倾斜10°时，换笼台是否倾倒；换笼台照明

灯和风机工作持续运行4 h，检测工作区中心温度；自

主研发的换笼台器物表面灭菌舱舱门和污染物品回收

舱舱门操作是否顺畅。

1.3.2.2 密封性检测

根据YY 0569—2011标准，通过肥皂泡法检测自

主研发的换笼台和某国外换笼台的台体以及生物安全

柜柜体的气密性。配制 25 g/L的软肥皂泡水。关闭台

体和安全柜的前门，并用密封胶条封好，使台体和柜

体成为密封系统。向台体和柜体中加压至 500 Pa，将

肥皂水均匀涂抹于压力通风系统的外表面的所有焊接

处、密封处、气密门、和封口处，检测是否产生气泡

及气泡破裂的声音，即在此压力条件下是否有肥皂泡

反应。

1.3.2.3 工作区洁净度检测

采用 JG 170—2005标准中洁净度的检测方法。自

主研发的换笼台、某国外换笼台产品以及生物安全柜

先正常运行 30 min，检测人员用手持式激光粒子/尘
埃粒子计数器在距离操作工作窗内 100 mm且工作台

面上 200 mm高度处进行检测。按照双对角线四角和中

心点共布置 5个采样点，采样完毕后对手持式激光粒

子/尘埃粒子计数器进行自净。

1.3.2.4 高效滤器检测

采用YY 0569—2011标准中高效过滤器的检测方

法。首先运行自主研发的换笼台和某国外换笼台产品

的台体主机、安全柜的风机及照明灯与紫外灯，安放

气溶胶发生器，将气溶胶导入台体和柜体，产生均匀

分布的高效过滤器上游气流。然后打开气溶胶光度

计，光度计探头在过滤器下游距过滤器表面 20 mm，
以40 mm/s的扫描速度移动，检测高效过滤器的过滤效

率，即氢化聚癸烯（PAO）气溶胶的泄漏量。

1.3.2.5 流入气流流速检测

采用YY 0569—2011标准中流入气流流速的检测

方法。首先升高自主研发的换笼台和某国外换笼台产

品的台体、生物安全柜工作窗口至日常工作高度，然

后使用便携式风速仪在前窗操作口平面两个高度处进

行检测。第一个高度是距离操作口上沿下方约日常工

作高度1/4的位置；第二个高度是距离操作口下沿上方

约日常工作高度1/4的位置。每个测量点的水平距离为

100 mm，距前窗侧边＞100 mm，用所有测量值的平均

值表示流入气流流速。

1.3.2.6 下降气流流速检测

采用YY 0569—2011标准中下降气流流速的检测

方法。首先在自主研发的换笼台和某国外换笼台产品

的台体、生物安全柜工作区域上方，使用便携式风

速仪进行检测。检测的水平面高于前窗操作口上沿

100 mm处，布置至少 3排测量点，每排最少 7个，等

距分布，间距不大于150 mm。最外侧的测量点距离安
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全柜内壁和前窗操作口150 mm远，求取平均值。

1.3.2.7 噪声与照度检测

采用YY 0569—2011标准中噪声与照度的检测方

法。首先打开风机和照明灯，在自主研发的换笼台和

某国外换笼台产品的台体、生物安全柜前方中心的外

侧300 mm处，使用数字声级计进行检测，检测高度为

高于工作台面380 mm处。然后关闭风机和照明灯，在

原先的检测点对背景噪声进行检测。若背景值＞57 dB
需修正，安全柜的噪声结果不应超过67 dB。

照度检测位置位于工作台面内侧壁中心连线处，

检测点间隔距离＜300 mm，最外侧检测点距离侧壁

应＞150 mm。首先关掉安全柜灯，测量背景照度值，

平均背景照度应为（110 ± 50） lx。然后打开灯，启动

风机，从一侧起依次在测量点测量照度，安全柜平均

照度应 ≥ 650 lx，每个照度实测值应 ≥ 430 lx。
1.3.2.8 气流模式检测

采用YY 0569—2011标准中气流烟雾模式的检测

方法。采用气溶胶发生器沿着自主研发的换笼台、某

国外换笼台产品以及生物安全柜工作台面的中心线在

前窗操作口顶端以上100 mm的高度，从安全柜的一端

到另一端检测下降气流。烟雾在观察窗后 25 mm、前

窗操作口顶端以上150 mm高度，从安全柜的一端到另

一端检测观察窗气流。烟雾在安全柜外约 38 mm处，

沿着整个前窗操作口的周边经过，进行前窗操作口边

缘气流测试。烟雾在滑动窗内，从距安全柜侧壁和工

作区顶部50 mm处经过，检测活动窗密闭性。

1.3.3 污染物品回收舱气密性检测
采用YY 0569—2011标准中肥皂泡法检测自主研

发的污染物品回收舱的气密性。配制 25 g/L的软肥皂

泡水。关闭收集桶的门，封好呼吸阀排气孔，使收

集桶成为密封系统。通过呼吸阀使用气泵向灭菌设

备中打压至 500 Pa后，将肥皂水均匀涂抹于传递舱表

面、DPTE门缝隙及外表面，用肉眼观察是否产生气泡

及气泡破裂的声音。

1.3.4 器物表面灭菌舱气密性检测
使用YY 0569—2011标准中肥皂泡法检测自主研

发的换笼台器物表面灭菌舱的气密性。配制 25 g/L的
软肥皂泡水。向消毒设备打压至 500 Pa，将肥皂水均

匀涂抹于器物表面灭菌舱舱体及正面门和左侧连接换

笼台主体门缝隙及外表面，检测是否产生气泡及气泡

破裂的声音。

1.3.5 换笼台实操预评价
在ABSL-2啮齿动物实验设施负压屏障环境中，在

规定参数条件下对自主研发的换笼台进行换笼操作，

以评价换笼台的可操作性。更换程序：新笼盒和动物

饮水瓶等先放入换笼台操作区，经紫外灯照射和表面

灭菌；将实验笼盒拿入换笼台操作区，将小鼠转至新

笼盒；将换好的笼盒放入器物表面灭菌舱，开启H2O2
灭菌程序；灭菌程序完毕后，取出笼盒，将换好的笼

盒放入 IVC笼架；消毒程序运行时，将脏笼盒传入污

染物品回收舱，转运至高压灭菌器灭菌，高压灭菌后

清洗笼盒。

1.4 测试结果的统计分析
采用Excel软件进行统计学处理，每台设备重复检

测3次，结果数据用平均值表示。

2 结果

2.1 换笼台工作环境
依据相关标准对ABSL-2啮齿动物实验设施负压屏

障环境进行了检测，温度为 24 ℃，相对湿度为 50%，
换气次数为15次/h，压强梯度为－15 Pa，空气洁净度

为 7级，照度为 341 lx，噪声为 24 dB（A），表明环境

符合相关标准。

2.2 换笼台主体性能
2.2.1 外观与稳定性

对自主研发的换笼台和某国外换笼台产品的台体、

生物安全柜进行检测后发现，换笼台台体与生物安全

柜外观规矩平整，无明显锈斑及损伤痕迹；具有说明

功能的文字、图形符号等标记指向清晰，描述正确，

安装端正且牢固；台体和柜体焊接部位牢固，焊接表

面手感光滑且无松散感；台体和柜体移动窗的开启与

关闭轻便、顺畅，无明显的晃动或卡死现象；声音报

警、声光报警和联锁系统正常；在最容易倾倒的方向

倾斜10°时，不倾倒；换笼台与安全柜的照明灯和风机

持续运行4 h，工作区中心温度小于环境温度。自主研

发的换笼台器物表面灭菌舱舱门、污染物品回收舱舱

门操作顺畅。

2.2.2 密封性
使用肥皂泡法检测自主研发的换笼台和某国外换

笼台产品的台体、生物安全柜的密封性，密封台体加

压到 500 Pa，保持气压在 500 Pa左右，换笼台台体表

面、焊接处、密封处、气密门、DPTE、封口处等没有

产生气泡及气泡破裂的声音，生物安全柜焊缝、衬垫、

封口处等也没有产生气泡及气泡破裂的声音，证明换

笼台台体与生物安全柜的气密性良好。
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2.2.3 洁净度
根据 JG 170标准中洁净度的检测方法检测换笼台

台体、生物安全柜工作区双对角线四角和中心点共 5
个采样点的尘埃粒子数，结果显示自主研发的 3台换

笼台和某国外换笼台产品、生物安全柜工作区的洁净

度符合100级（标准5级）要求。具体的漏过尘埃粒子

数据见表1。
2.2.4 高效过滤器漏过率

采用YY 0569—2011标准中高效过滤器的检测方

法。首先运行自主研发的换笼台和某国外换笼台产品

的台体主机、安全柜的风机及照明灯与紫外灯，安放

气溶胶发生器，将气溶胶导入台体和柜体，产生均匀

分布的高效过滤器上游气流。然后打开气溶胶光度

计，光度计探头在过滤器下游距过滤器表面 20 mm，
以 40 mm/s的扫描速度移动，检测高效过滤器的过滤效

率，即 PAO气溶胶的泄漏量，结果显示自主研发的 3

台换笼台和某国外换笼台、生物安全柜的高效过滤器

漏过率均符合标准。具体的检漏气溶胶结果见表2。
2.2.5 气流速度

根据YY 0569—2011标准中流入气流流速、下降

气流流速的检测方法，使用便携式风速仪在自主研发

换笼台与国外换笼台台体、生物安全柜的前窗操作口

平面两个高度处检测流入气流；另外每台设备布置至

少 3排测量点，检测下降气流，检测结果如表 3所示。

检测结果均符合Ⅱ级生物安全柜要求。

2.2.6 照度和噪声值
根据YY 0569—2011标准中噪声与照度的检测方

法，检测结果如表 4所示。其中噪声值与背景噪声值

均相差10 dB以上，提示噪声值为可靠数据。自主研发

的换笼台噪声均小于 67 dB，照度均不小于 650 lx。自

主研发的 3台换笼台和某国外换笼台、生物安全柜照

度和噪声均符合标准要求。

表1 自主研发换笼台和某国外换笼台、生物安全柜的漏过尘埃粒子数比较
Table 1 Number of particlesmissed of self-developed cage changer and some foreign cage changer and biosafety cabinet

检测项目

尘埃粒子浓度/（103粒⋅L-1）
尘埃粒子漏过量/（粒⋅L-1）

换笼台1

51.55

0.33

换笼台2

51.70

0.67

换笼台3

51.56

0.67

国外换笼台

51.69

0.67

安全柜

51.39

0.60

注：换笼台1、2、3为自主研发的国产设备，国外换笼台为国外某品牌产品，安全柜为某品牌Ⅱ级A2型生物安全柜，表中数据为每台设备检测3次的
平均值。

表2 自主研发换笼台和某国外换笼台、生物安全柜的高效过滤器检漏气溶胶比较
Table 2 High efficiency filter leak detection of self-developed cage changer and some foreign cage changer and biosafety

cabinet
检测项目

气溶胶浓度/（µg·L-1）
气溶胶漏过率/‱

换笼台1
21.67

0.08

换笼台2
21.77

0.07

换笼台3
21.97

0.07

国外换笼台
22.03

0.07

安全柜
21.51

0.10

注：换笼台1、2、3为自主研发的国产设备，国外换笼台为国外某品牌产品，安全柜为某品牌Ⅱ级A2型生物安全柜，表中数据为每台设备检测3次的
平均值。

表3 自主研发换笼台和某国外换笼台、生物安全柜的气流速度比较
Table 3 Gas flow rate of self-developed cage changer and some foreign cage changer and biosafety cabinet

[v/（m⋅ s-1）]
检测项目
流入气流1

流入气流2

下降气流1

下降气流2

下降气流3

换笼台1
0.87

0.56

0.33

0.32

0.33

换笼台2
0.86

0.56

0.33

0.32

0.33

换笼台3
0.89

0.55

0.33

0.32

0.32

国外换笼台
0.90

0.55

0.33

0.32

0.32

安全柜
0.74

0.45

0.32

0.31

0.33

注：换笼台1、2、3为自主研发的国产设备，国外换笼台为国外某品牌产品，安全柜为某品牌Ⅱ级A2型生物安全柜，表中数据为每台设备检测3次的
平均值。
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2.2.7 气流模式
根据YY 0569—2011标准中气流烟雾模式的检测

方法，使用烟雾发生器检测换笼台台体主机和生物安

全柜柜体的气流模式，如图2A所示。结果显示无气流

沿前壁边缘外溢，气流稳定向下流动，不产生漩涡，

无向上气流；流入气流进入前格栅，没有气流侵入工

作区；在操作人员工作状态下，气流沿工作人员周边

流入前格栅，未侵入工作区。检测结果符合Ⅱ级生物

安全柜要求。

2.3 污染物品回收舱和器物表面灭菌舱气密性检
测结果

根据YY 0569—2011标准，使用肥皂泡法检测污

染物品回收舱和右侧消毒设备的气密性，检测结果如

图 2B和 C所示，发现没有产生气泡及气泡破裂的声

音，证明污染物品回收舱和器物表面灭菌舱的气密性

均良好。

2.4 换笼台实际使用操作效果
自主研发的换笼台台体外形尺寸、工作区尺寸和

前窗开口水平尺寸均可以满足操作要求。工作区的水

平、进深、高度尺寸能满足操作 IVC笼盒的需要。器

图2 气流模式检测图（A）和肥皂泡法检测污染物品回收舱（B）及器物表面灭菌舱（C）的气密性
Figure 2 Inspection chart of airflow pattern（A），testing the air tightness of the contaminated goods recovery cabin（B）

and the sterilization chamber of utensil surface（C）by soap bubblemethod

表4 自主研发换笼台和某国外换笼台、生物安全柜的照度和噪声值比较
Table 4 Illuminance and noise value of self-developed cage changer and some foreign cage changer and biosafety cabinet

检测项目
背景照度/dB
照度/dB
背景噪声值/lx
噪声值/lx

换笼台1
324.00
715.00
53.67
64.00

换笼台2
320.25
733.00
53.67
64.33

换笼台3
320.00
738.50
54.33
65.33

国外换笼台
324.50
718.75
53.33
65.33

安全柜
342.00
760.00
55.00
66.00

注：换笼台1、2、3为自主研发的国产设备，国外换笼台为国外某品牌产品，安全柜为某品牌Ⅱ级A2型生物安全柜，表中数据为每台设备检测3次的
平均值。
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物表面灭菌舱数字显示屏操作方便，舱门操作顺畅。

以枯草芽孢杆菌作为指示菌，将菌液均匀涂抹于笼盒

表面，启动消毒程序，运行完毕后检测笼盒表面的灭

菌效果，结果显示接种枯草芽孢杆菌的平板未见菌落

生长，阳性对照有菌落生长，说明消毒效果良好。污

染物品回收舱结构设计合理，更换下来的脏笼盒、垫

料等传递无泄漏，经过高温高压处理后，笼盒内表面

涂布的所有培养皿中均未见到菌落生长，说明灭菌效

果良好。

3 讨论

目前，IVC在我国实验动物设施中使用率很高，

广泛应用于动物实验和动物饲养。负压 IVC笼盒是高

等级生物安全实验室饲养小鼠及感染实验中普遍采用

的设备，饲养的动物可能感染高致病性病原体，实验

结束后或更换笼盒时需要打开笼盒进行操作，包括脏

笼盒及垫料更换、饲料和饮水添加等过程都可能会对

动物设施中的工作人员、设施和环境造成污染［5］。如

果在 II级生物安全柜进行换笼操作，仅能保证动物不

被污染，无法保证待更换新笼盒的清洁，更换后的脏

笼盒移出生物安全柜时也会造成实验环境污染和操作

者感染，且操作繁琐。因此，在生物安全实验室中更

换负压 IVC笼盒时，急需生物安全型 IVC笼盒换笼工

作台的支持，并且有必要对换笼操作进行规范化管理，

以确保实验者、实验对象及实验环境的安全。

生物安全柜是病原微生物实验室中重要的安全防

护设备，可以保护试验人员、环境和样品，目前已广

泛应用于医院、科研实验室，以及食品、药品和疫苗

研发等多个领域。参考生物安全柜的工作原理，研发

出的生物安全型换笼台也得到应用［6-7］。但是目前市

场上生物安全型换笼台被国外垄断，产品主要来自意

大利和美国公司，法国和韩国占少量份额。进口的生

物安全型换笼台产品每次只能更换 1个笼盒，而且还

存在整体质量和体积偏大、价格偏高、液体浸泡对笼

盒内动物可能存在影响等弊端。因此，本团队针对我

国生物安全实验室建设的这一重大需求，自主研发了

适用的生物安全型换笼台，实现了该产品的国产化，

其关键技术自主可控。

由于换笼台的主体操作部分主要是参考 II级生物

安全柜来设计，以实现在高等级生物安全实验室应用

的目的［5-6］。因此，本研究以国外某换笼台产品和进

口 II级A2型生物安全柜为对照，对自主研发的换笼台

进行检测。根据生物安全柜相关标准，检测内容包括

外观、材料、结构、高效过滤器完整性、噪声、照度、

气流流速、气流模式等［8-16］。通过对比测试研究显示，

本团队研发的换笼台主体操作部分的外观、材料、结

构、高效过滤器、噪声、照度、气流流速和气流模式

等物理学指标均符合相关标准要求。进一步对污染物

品回收舱及器物表面灭菌舱的相关指标进行测试，由

于没有针对两种舱体气密性检测的标准，故参考YY
0569—2011标准采用肥皂泡法进行检测，结果表明污

染物品回收舱和器物表面灭菌舱的气密性良好，达到

YY 0569—2011标准要求。有关污染物品回收舱和器

物表面灭菌舱的灭菌效果等另撰文探讨。

将自主研发的换笼台与国外某换笼台产品一起进

行对比性实际操作，主要步骤包括：接通电源，开机，

换笼前开启操作门，开风机、照明灯，传入新笼盒及

待更换笼盒，更换笼盒，新笼盒传入右侧消毒仓，关

闭舱门，开启消毒程序对新笼盒表面消毒，替换的脏

笼盒传入左侧污染物品回收舱，送高压灭菌器灭菌，

操作结束后对操作台进行表面消毒，打开紫外灯消毒，

完成后关闭电源。两者的操作区别如下：（1）开启操

作门的方式不同；（2）对新笼盒表面消毒的方式也不

同，自主研发的换笼台的器物表面灭菌舱使用雾化过

氧化氢方式消毒，而国外换笼台是用消毒液浸泡的方

式消毒；（3）每次更换笼盒的数量也不同，自主研发

的换笼台每次可同时消毒 4个笼盒，国外换笼台每次

仅能消毒1个笼盒。

通过实际换笼操作证明，本团队自主研发的换笼

台不仅可以保证换笼效果，而且明显提高了换笼效率，

提示这一生物安全型换笼工作台符合实用和安全的要

求。在此基础上，笔者建议在产品升级与产业化时可

适当增加换笼台的台体尺寸，将会更加方便换笼操作；

同时，将紫外线灯设计成可收缩模式，可以防止长时

间照射对设备材质产生影响；另外，增加污染物回收

舱的数量，配置脏笼盒收集袋，可以提升笼盒更换效

率且便于操作。

生物安全型换笼工作台和 IVC是实验动物屏障设

施与生物安全实验室的重要设备。根据 RB/T 199—
2015与RB/T 010—2019标准，生物安全柜和 IVC的检

测时机至少应包括：安装后，投入使用前（包括生物

安全柜被移动位置后）；更换高效空气过滤器或内部部

件维修后；年度的维护检测。因此，建议实验动物设

施和生物安全实验室中使用的换笼台和负压 IVC应进

行年度性检测预评价，并纳入实验动物行政许可的检

测内容，以保证实验动物、人员和环境的安全。
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《中华人民共和国生物安全法》：生物安全能力建设
《中华人民共和国生物安全法》由中华人民共和国第十三届全国人民代表大会常务委员会第二十二次会议于2020年10月17

日通过，自2021年4月15日起施行。
第八章 生物安全能力建设
第六十六条 国家制定生物安全事业发展规划，加强生物安全能力建设，提高应对生物安全事件的能力和水平。县级以上

人民政府应当支持生物安全事业发展，按照事权划分，将支持下列生物安全事业发展的相关支出列入政府预算：（1）监测网
络的构建和运行；（2）应急处置和防控物资的储备；（3）关键基础设施的建设和运行；（4）关键技术和产品的研究、开发；
（5）人类遗传资源和生物资源的调查、保藏；（6）法律法规规定的其他重要生物安全事业。

第六十七条 国家采取措施支持生物安全科技研究，加强生物安全风险防御与管控技术研究，整合优势力量和资源，建立
多学科、多部门协同创新的联合攻关机制，推动生物安全核心关键技术和重大防御产品的成果产出与转化应用，提高生物安全
的科技保障能力。

第六十八条 国家统筹布局全国生物安全基础设施建设。国务院有关部门根据职责分工，加快建设生物信息、人类遗传资
源保藏、菌（毒）种保藏、动植物遗传资源保藏、高等级病原微生物实验室等方面的生物安全国家战略资源平台，建立共享利
用机制，为生物安全科技创新提供战略保障和支撑。

第六十九条 国务院有关部门根据职责分工，加强生物基础科学研究人才和生物领域专业技术人才培养，推动生物基础科
学学科建设和科学研究。国家生物安全基础设施重要岗位的从业人员应当具备符合要求的资格，相关信息应当向国务院有关部
门备案，并接受岗位培训。

第七十条 国家加强重大新发突发传染病、动植物疫情等生物安全风险防控的物资储备。国家加强生物安全应急药品、装
备等物资的研究、开发和技术储备。国务院有关部门根据职责分工，落实生物安全应急药品、装备等物资研究、开发和技术储
备的相关措施。国务院有关部门和县级以上地方人民政府及其有关部门应当保障生物安全事件应急处置所需的医疗救护设备、
救治药品、医疗器械等物资的生产、供应和调配；交通运输主管部门应当及时组织协调运输经营单位优先运送。

第七十一条 国家对从事高致病性病原微生物实验活动、生物安全事件现场处置等高风险生物安全工作的人员，提供有效
的防护措施和医疗保障。

（《实验动物与比较医学》编辑部摘录）

**********************************************************************************************
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部分兽医相关单位Ⅱ级生物安全柜的性能测试与分析
马文杰, 张 伟, 王 伟, 苏世博, 郭慧娟, 张 贺, 王 梓, 刘怀然, 陈洪岩

(中国农业科学院哈尔滨兽医研究所, 兽医生物技术国家重点实验室, 国家禽类实验动物资源库, 黑龙江省实验动物与

比较医学重点实验室, 哈尔滨 150069)

[摘要] 目的 了解兽医相关单位实验室Ⅱ级生物安全柜的性能与使用情况。方法 测试哈尔滨市3家兽医相关单
位正在使用的126台Ⅱ级生物安全柜，依据相关标准针对检测结果进行性能指标的判定与分析，了解生物安全柜的
使用情况。结果 126台Ⅱ级生物安全柜性能检测总合格率为17.5％。Ⅱ级生物安全柜的外观完整性、工作区洁净
度、送排风高效过滤器检漏、气流模式、流入气流流速、下降气流流速、照度、噪声及报警和联锁系统共9个项目
的检测总合格率分别为100％、100％、100％、100％、49.2％、92.9％、68.3％、22.2％和100％。结论 兽医相关
单位实验室Ⅱ级生物安全柜性能检测总合格率较低，应对生物安全柜做定期性能检测，加强运行维护管理，及时排
除生物安全隐患，防止实验室感染事故发生。
[关键词] 生物安全柜；性能检测；兽医实验室
[中图分类号] Q95-33；R-332 [文献标志码]A [文章编号] 1674-5817（2022）02-0111-06

Performance Analysis of Class Ⅱ Biosafety Cabinetry in Veterinary-

related Research Institutes

MA Wenjie, ZHANG Wei, WANG Wei, SU Shibo, GUO Huijuan, ZHANG He, WANG Zi, LIU Huairan, CHEN
Hongyan
(State Key Laboratory of Veterinary Biotechnology, National Poultry Laboratory Animal Resource Center,
Heilongjiang Provincial Key Laboratory of Laboratory Animal and Comparative Medicine, Harbin Veterinary
Research Institute, Chinese Academy of Agricultural Sciences, Harbin 150069, China)
Correspondence to: CHEN Hongyan, E-mail: chenhongyan@caas.cn

[ABSTRACT] Objective To detect the performance and use of class II biosafety cabinets in laboratories
of veterinary-related research institutes.Methods A total of 126 class II biological safety cabinetries being
used by three veterinary-related reseatch institutes in Harbin were tested. The performance indicators
were judged according to the test results and and analyze according to relevant standards, in order to
understand the use of biological safety cabinets. Results The overall pass rate of 126 biosafety cabinetries
was 17.5%. The total qualified rate were 100%, 100%, 100%, 100%, 49.2%, 92.9%, 68.3%, 22.2% and 100% ,
respectively in terms of the appearance of integrity, cleanliness of work area, integrity of high efficiency
filter for supply and exhaust air, flow pattern, the velocity of inflow, the velocity of the downdraft, noise,
illumination and alarm and interlock system of class II biosafety cabinet. Conclusion The overall pass rate
of biosafety cabinetries in some veterinary-related research institutes is low. Regular inspection, operation
and maintenance management should be strengthened to eliminate biological safety hazard timely and
prevent infection accidents of laboratory.
[Keywords] Biosafety cabinetry; Parameters test; Veterinary laboratory

生物安全柜是一种负压过滤排风柜，可避免实验

操作人员和环境暴露于实验过程中产生的生物气溶胶，

是防止实验室获得性感染的主要设备。在控制实验室

感染，保护实验人员、实验环境和实验材料不被污染
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等方面起着至关重要的作用［1-2］。根据常用的欧盟标

准EN 12469—2000，生物安全柜可按照气流及隔离设

计结构不同，分为Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ共 3个等级。Ⅱ级生物

安全柜是指用于确保实验操作人员安全、处理样品安

全与环境安全的通风安全柜，它在 I级生物安全柜的基

础上做了进一步的改造，可使到达工作区域前的未过

滤空气被内置风机引入风格栅，从而达到对实验操作

人员和实验室环境的保护要求。

按照中华人民共和国医药行业标准 YY 0569—
2011《生物安全柜》规定，II级生物安全柜可依照入

口气流流速、排气方式和循环方式不同分为4个级别：

A1型、A2型、B1型和B2型［3］。A1型生物安全柜前窗

流入气体的流速应≥0.38 m/s，70%气体通过高效空气

过滤器（high efficiency particulate air filter，HEPA）循

环利用，30%的气体被外排出去。A2型生物安全柜前

窗流入气体的流度应≥0.5 m/s，70%气体通过HEPA过
滤器循环利用，30%的气体被外排出去。B1型生物安

全柜的 70%气体通过HEPA过滤器排气口排出，30%
的气体通过HEPA过滤器供气口再循环至工作区。B2
型为100%全排型安全柜，无内部循环气流，可同时提

供生物性和化学性安全控制。A1、A2型生物安全柜外

排气量相对较少，对实验室气流影响偏小，而B1、B2
型生物安全柜外排气量较多，对实验室气流影响较大。

Ⅱ级生物安全柜是生物医学、兽医学实验室最为

常用的一级保护屏障，也是保障实验室生物安全最重

要的设备之一，广泛应用于医院、研究所、高校等机

构开展的生物医药研究与检测工作中，其性能的好坏

直接影响实验人员与实验室的安全。本研究参照YY
0569—2011和RB/T 199—2015标准，针对部分兽医相

关单位的126台 II级生物安全柜进行调查和日常维护性

检测，即对外观完整性、工作区洁净度、送排风高效

过滤器检漏、气流模式、流入气流流速、下降气流流

速、噪声、照度以及报警和联锁系统共 9项指标进行

现场检测，并对数据进行分析处理，以期为生物安全

柜使用单位及科研人员进一步了解实验室生物安全柜

的运行现状，更好地使用生物安全柜，杜绝安全隐患

提供第一手资料，并为后续开展以 II级生物安全柜为

基础的生物安全型换笼工作台的研发及应用奠定基础。

1 材料与方法

1.1 检测设备
主要检测设备包括德国 testo 540照度计（精度±

3%）、芬兰 vaisala HM41 手持式温湿度计 （±1.5%
RH、±0.2℃）、中国数字声级计 TES-1350A、美国

Lighthouse HANDHELD 3016手持式激光粒子/尘埃粒子

计数器（精度 10%）、法国KIMO VT110便携式风速仪

（精确度：±0.05 m/s）、美国 TSI雾化气溶胶发生器

3079。这些设备均为黑龙江省实验动物质量监督检验

站（通过CMA资质认定）所有，经过检定校准，有效

期为 2020年 8月—2021年 8月。检测人员为黑龙江省

实验动物质量监督检验站检测员和团队科研人员，专

业技术能力合格。检测对象为哈尔滨某动物疫病研究

单位、兽用生物制品生产单位、动物用生物制品研发

孵化单位各一家，目前所用的国内外Ⅱ级生物安全柜

共126台；其中，A1型生物安全柜13台，A2型生物安

全柜113台（B1、B2型应用较少，本次不予检测）；国

产生物安全柜52台，进口生物安全柜74台。

1.2 生物安全柜性能检测方法
依据 YY 0569—2011《Ⅱ级生物安全柜》［3］、JG

170—2005《生物安全柜》［4］、GB 50346—2011《生物

安全实验室建筑技术规范》［5］以及 RB/T 199—2015
《实验室设备生物安全性能评价技术规范》［6］规定的方

法，对生物安全柜外观完整性、工作区洁净度、送排

风高效过滤器检漏、气流模式、下降气流流速、流入

气流流速、照度、噪声、报警和联锁系统等指标进行

现场检测。

1.2.1 外观完整性
依据YY 0569—2011标准，通过肉眼观察生物安

全柜体表面有无明显划伤、压痕及锈斑，表面是否光

滑洁净，设备外观是否规矩平整；具有说明功能的文

字、符号等标记是否表述清晰、正确，且安装是否端

正、牢固；通过触摸的方式查看柜体焊接部位是否牢

固，并感知其焊接表面是否光滑［4］。
1.2.2 工作区洁净度

依据 JG 170—2005标准（比YY 0569—2011更明

确），首先开启生物安全柜并单独运行10 min以上，然

后使用粒子计数器分别在高于工作台面200 mm处，依

照双对角线布置的 5个采样点测定其尘埃粒子数，采

样完毕后对计数器进行自净并完成仪器的精度

维护［3］。
1.2.3 送排风高效过滤器检漏

送风高效过滤器检漏、排风高效过滤器检漏的检

测方式可分为扫描检漏测试和效率法检漏测试两

种［6］。本实验采用扫描检漏测试方式，即使用尘埃

112



实验动物与比较医学Laboratory Animal and ComparativeMedicineApr. 2022, 42(2)

粒子计数器测试高效过滤器的过滤效率。依照 YY
0569—2011及GB 50346—2011标准规定，首先用气溶

胶发生器在安全柜气流上游产生质量浓度为20 µg/L的
气溶胶，然后在下游距离送排风高效过滤器出风面和

边框缝隙 20 mm处，用粒子计数器的采样口对整个高

效过滤器的工作面进行扫描，以检测气溶胶漏过率。

扫描移动速度小于50 mm/s，扫描路线应略微重叠。最

后，围绕整个过滤器外围，沿组合过滤片和框架的连

接处以及围绕过滤器和其他部件之间的密封处仔细扫

描检测。所有检测点的漏过率不超过0.01%［3，5］。
1.2.4 气流模式

气流模式是甄别安全柜气流流向是否均匀、柜体

结构设计是否合理的重要检测项目。为保护工作人员

安全，应确保安全柜内为负压状态，且气体无外逸情

况。本研究依据YY 0569—2011标准，使用美国TSI雾
化气溶胶发生器 3079，沿工作台面的中心线，在前窗

操作口顶端以上100 mm的高度，从安全柜的一端到另

一端检测下降气流；在观察窗后 25 mm、前窗操作口

顶端以上150 mm的高度，从安全柜的一端到另一端检

测观察窗气流；在安全柜外约 38 mm处，沿着整个前

窗操作口的周边，检测前窗操作口边缘气流；在操作

者周边检测进入气流；在滑动窗内，从距安全柜侧壁

和工作区顶部50 mm经过，检测活动窗密闭性［3］。
1.2.5 下降气流流速

依照YY 0569—2011标准，在水平高度为高于前

窗操作口上沿的 100 mm处，面向安全柜前窗由近至

远设置 3排测量点，每排布置 7个测量点，间隔保持

150 mm，最外侧测量点距离安全柜内壁和前窗操作口

150 mm。使用法国KIMO VT110便携式风速仪检测各

测量点流速，计算平均值，作为下降气流流速［3］。
1.2.6 流入气流流速

依照YY 0569—2011标准，将生物安全柜工作窗

升至常规操作高度，横向选取 7个位点；每个位点纵

向测量两个高度，分别位于距离操作口上下沿 1/4的
位置；共 14个测量点，每个测量点的水平距离约

100 mm，且与前窗侧边距离不少于100 mm。使用法国

KIMO VT110便携式风速仪在生物安全柜前窗操作口平

面处检测各测量点流速，将所有测量点数据的平均值

作为流入气流流速［3］。
1.2.7 照度

依照YY 0569—2011标准方法，在工作台面内侧

壁中心连线处选取 7个测量点，两侧测量点均距离侧

壁150 mm以上，各点之间距离＜300 mm。用照度计分

别在安全柜照明设备关闭和开启的状态下测定工作台

面的背景照度和照度。评价合格的标准为平均背景照

度为（110±50） lx，平均照度≥650 lx，且每个测量点

的照度实测值≥430 lx［3］。
1.2.8 噪声

依照YY 0569—2011标准，首先在打开安全柜风

机、开启照明设备的情况下，在生物安全柜前方中

心向外 300 mm，高于工作台面 380 mm处，使用中

国数字声级计 TES-1350A检测工作噪声，合格标准

为≤67 dB。关闭风机和照明设备后，于同一检测点收

集背景噪声，若背景值＞57 dB，需对环境及设备进行

修正［3］。
1.2.9 报警和联锁系统

报警和联锁系统的检测主要是为了在安全柜处于

前窗开启高度过高或过低、气流波动、排气损失、风

机停止运行等非正常状态时，声光报警器报警，提示

操作人员立刻停止实验，通知维修人员进行检修。该

项目是安全柜防护的最后一道屏障［6］。本研究根据

YY 0569—2011标准，分别检测了前窗操作口报警、

内部供/排气风机联锁报警、Ⅱ级生物安全柜排气报警

及气流波动报警以及紫外灯联锁功能［7］。
1.3 测试结果的统计分析

采用SPSS 22软件进行统计学处理，数据比较采用

卡方检验分析，P＜0.05表示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 Ⅱ级生物安全柜各检测指标基本情况
2.1.1 外观完整性

依次对 126台生物安全柜表面进行检查，结果显

示：所有柜体外观规矩平整，且无明显锈斑及损伤痕

迹；具有说明功能的文字、图形符号等标记指向清晰，

描述正确，安装端正且牢固；柜体焊接部位牢固，焊接

表面手感光滑且无松散感。该检测指标合格率为100%。
2.1.2 工作区洁净度

通过工作台面尘埃粒子检测发现，所有柜体工

作区均达到 100级（标准 5级）洁净度要求，合格率

为 100%。其中，两台国产生物安全柜的工作台面

上，≥0.5 µm的悬浮粒子检测结果分别为47粒/m3和392
粒/m3，≥1 µm的悬浮粒子检测结果分别为 3粒/m3和 49
粒/m3，≥5µm的悬浮粒子检测结果分别为0粒/m3和7粒/m3。
另有21台国产生物安全柜的工作台面上≥0.5 µm的悬浮粒
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子检测到1至2粒/m3。其余生物安全柜在3种不同悬浮

粒子的检测结果中均为0粒/m3。
2.1.3 送排风高效过滤器检漏

126台生物安全柜的送风、排风高效过滤器在任何

检测点的漏过率均＜0.01%。该项目检测合格率达

100%。
2.1.4 气流模式

使用烟雾发生器针对下降气流、观察窗流入气流、

操作人员周边气流、工作窗口边缘气流和移动窗密闭

性进行检测。观察结果显示，下降气流及观察窗气流

为垂直气流线，且无死角和回流。工作窗开口边缘隔

离效果的气流试验结果显示，烟雾进入安全柜内无外

逸，且无穿越工作区气流。工作窗口开口气流密封效

果试验结果发现，没有烟雾从生物柜内泄漏出来，也

没有烟雾侵入工作区。操作人员周边气流试验结果表

明，没有工作区内气流溢出，也没有烟雾侵入工作区。

检测结果提示所有检测样本均合格。

2.1.5 下降气流流速、流入气流流速
依照标准要求，下降气流流速应在 0.25 m/s和

0.50 m/s之间，流入气流流速应 A1型≥0.40 m/s，A2
型、B1型和B2型均≥0.50 m/s。对126台Ⅱ级生物安全

柜进行下降气流流速和流入气流流速的检测，结果如

表1所示。13台Ⅱ级A1型生物安全柜的下降气流流速

范围为 0.28～0.49 m/s，合格率为 100%；流入气流流

速范围为 0.25～0.56 m/s，合格率为 69.2%，更换高效

过滤器后合格率为 84.6%。113台Ⅱ级A2生物安全柜

的下降气流流速为 0.28～0.65 m/s，合格率为 92%，更

换高效过滤器后合格率为 96.5%；流入气流流速范围

为 0.19～1.00 m/s，合格率为 46.9%，更换高效过滤器

后合格率为72.6%。
2.1.6 照度

依照标准要求，平均照度≥650 lx且各位点实测

值≥430 lx，可判定合格。结果显示，Ⅱ级A1型生物安

全柜的照度合格率为 69.2%，更换照明灯后合格率为

92.3%；Ⅱ级A2型生物安全柜的照度合格率为 68.1%，
更换照明灯后合格率为85.8%。116台生物安全柜的照

度总合格率为 68.3%，更换照明灯后合格率为 86.5%。
具体数据见表1。
2.1.7 噪声

依据标准要求，噪声≤67 dB视为合格。检测结

果显示，Ⅱ级A1型生物安全柜的噪声测量值为 66～
75 dB，仅1台机器符合标准要求，合格率仅7.7%，更

换高效过滤器后合格率为 23.1%；Ⅱ级A2型生物安全

柜的噪声检测合格率同样较低，为 23.9%，更换高效

过滤器后合格率为29.2%；总合格率为22.2%，更换高

效过滤器后合格率为28.6%，见表1。
2.1.8 报警和联锁系统

依据标准要求，当生物安全柜前窗偏离工作高度

时，声音报警器报警，联锁系统启动；开启高度达到

标称高度时，自动解除报警及联锁系统。安全柜可实

时显示工作区的下降气流流速及流入气流流速，当下

降气流流速和流入气流流速波动超过标称值的±20%
时，启动声光报警器。将玻璃前窗完全关闭，紫外线

灯才能激活；如果紫外线灭菌过程中前窗被意外升起，

紫外线灯将自动关闭。经检验，126台生物安全柜均符

合上述要求，合格率为100%。

表1 Ⅱ级A1及A2型生物安全柜各项指标检测结果
Table 1 Test results of various indicators of A1 andA2 classⅡ biosafety cabinetries

检测项目

外观完整性

工作区洁净度

送排风高效过滤器检漏

气流模式

下降气流流速

流入气流流速

照度

噪声

报警和联锁系统

Ⅱ级A1型生物安全柜（n=13）
检测数

13

13

13

13

13

13

13

13

13

合格数

13

13

13

13

13

9

9

1

13

合格
率/％
100.0

100.0

100.0

100.0

100.0

69.2

69.2

7.7

100.0

修正合格
率/％
100.0

100.0

100.0

100.0

100.0

84.6

92.3

23.1

100.0

Ⅱ级A2型生物安全柜 (n=113)
检测数

113

113

113

113

113

113

113

113

113

合格数

113

113

113

113

104

53

77

27

113

合格
率/％
100.0

100.0

100.0

100.0

92.0

46.9

68.1

23.9

100.0

修正合格
率/％
100.0

100.0

100.0

100.0

96.5

72.6

85.8

29.2

100.0

合计 (N=126)

检测数

126

126

126

126

126

126

126

126

126

合格数

126

126

126

126

117

62

86

28

126

合格
率/％
100.0

100.0

100.0

100.0

92.9

49.2

68.3

22.2

100.0

修正合格
率/％
100.0

100.0

100.0

100.0

96.8

73.8

86.5

28.6

100.0

注：修正合格率指更换高效过滤器或照明灯后的合格率。
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2.2 不同产地Ⅱ级生物安全柜的各项指标比较
根据相关标准及规范，各项检测指标只要有一项

不合格就代表该生物安全柜不合格［3-4］。结合各项目

检测结果，最终判定 126台Ⅱ级生物安全柜的合格数

为22台，合格率仅17.5%。合格的Ⅱ级生物安全柜中，

A1型生物安全柜仅1台，A2型生物安全柜有21台，进

口生物安全柜 20台，国产生物安全柜 2台（仅占比

9.1%）。国产生物安全柜的合格率为 3.8%（2/52），进

口生物安全柜的合格率为27.0%（20/74），二者差异有

明显的统计学意义（经卡方检验，P=0.000 74）。
将进口与国产Ⅱ级生物安全柜的各检测指标数据

进行比较，结果如表2。其外观完整性、工作区洁净度

和下降气流流速等指标均表现出较高的合格率，均＞

90%。流入气流流速与噪声的合格率差异较大，且合

格率较低，分别为33.8%和5.8%。

3 讨论

2019年某单位布鲁氏菌感染事件与2020年新冠肺

炎（COVID-19）疫情暴发受到了各级政府、科研实验

人员的广泛关注，实验室生物安全的重要性问题再次

被提及［8］。Ⅱ级生物安全柜是实验室最常用、最重要

的生物安全一级保护屏障，也是动物生物安全实验室

的常用设备之一，不仅用于病原体相关的实验操作，

而且因其与生物安全型独立通风笼具 （individual
ventilated cages，IVC）换笼工作台有相似的结构与功

能，也经常作为初级换笼台使用。因此，了解Ⅱ级生

物安全柜的性能与使用，对于规范动物生物安全实验

室设备操作，研发新的生物安全型 IVC换笼工作台有

一定的借鉴意义。II级生物安全柜通过垂直气流和流

入气流保护操作人员不被柜内样品感染，其中外界空

气经高效滤器过滤后流入柜内，防止样品被污染；柜

内气体也经过高效滤器过滤，再排放到环境中，以保

证不污染室内外环境。II级生物安全柜的性能是否可

靠，与操作人员的安全、样品与环境的污染息息相关，

因此对其性能和质量进行检测显得尤为重要。

根据RB/T 199—2015标准，现场检测项目至少应

包括垂直气流平均速度、气流模式、工作窗口气流平

均速度、送排风高效过滤器检漏、工作区洁净度。本

研究对哈尔滨3家动物疫病相关单位实验室的126台 II
级生物安全柜进行维护检测，检测内容除包括RB/T
199—2015标准中的检测项目外，还按照 YY 0569—
2011标准检测了外观完整性、噪声、照度及警报和联

锁系统，共9个项目。检测结果显示：126台 II级生物

安全柜的外观完整性、工作区洁净度的总合格率均为

100%，下降气流流速总合格率为 92.9%，流入气流流

速总合格率为49.2%，照度总合格率为68.3%，噪声总

合格率为22.2%。
相较于教霞等［8］和温占波等［2］的检测结果，本

次检测中生物安全柜流入气流流速、噪声、照度的合

格率偏低。流入气流流速合格率低的原因可能是：（1）
长时间的使用且未按照规定进行常规检查（通常应每

年一次），生物安全柜的维护不及时，导致初效滤膜及

高效过滤器堵塞；（2）风机老化或柜体安装不合理导

致气格栅堵塞，这需要专业维修人员进一步对生物安

全柜进行检修确定。噪声合格率低的原因可能是安全

柜空间摆放位置不合理，比如安放不稳定，过于靠近

门窗等位置，设备运行时未关闭门窗，导致外界环境

噪声、气流对生物安全柜产生影响。照度合格率低的

原因可能是长时间使用导致照明灯有损坏或者照度值

略低于标准要求。本次检测后向使用单位提出更换高

效滤器或照明灯等配件的建议，并在使用单位更换高

效滤器或照明灯后，再次对相关指标进行检测时发行，

相关指标的合格率有大幅度提高。据此提示，生物安

全柜在使用中需要定期检测、维保及更换配件，以保

证操作人员、样品与实验室环境的安全。

仪器设备空间摆放位置的合理性是确保实验人员

和生物安全柜正常运行的关键。紧靠门、窗、墙面和

实验室进风口摆放可能导致外部气流扰乱生物安全柜

表2 进口和国产Ⅱ级生物安全柜各项指标检测结果对比
Table 1 Test results of various indicators of imported and

domestic classⅡ biosafety cabinetries
(N=126)

检测项目

外观完整性

工作区洁净度

送排风高效过滤器检漏

气流模式

下降气流流速

流入气流流速

照度

噪声

报警和联锁系统

进口生物安全柜
(n=52)

检测
数

74

74

74

74

74

74

74

74

74

合格
数

74

74

74

74

68

45

53

25

74

合格
率/％

100.0

100.0

100.0

100.0

91.9

60.8

71.6

33.8

100.0

国产生物安全柜
(n=74)

检测
数

52

52

52

52

52

52

52

52

52

合格
数

52

52

52

52

49

17

33

3

52

合格
率/％

100.0

100.0

100.0

100.0

94.2

32.7

63.5

5.8

100.0
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柜体中气流模式，使外界未经高效过滤的空气污染物

进入实验区域，污染实验样品［10］。因此，应将生物安

全柜安装在远离门、窗的位置，也不应临近空调送风

口。安全柜应安放在远离人员通道及有潜在的干扰气

流的位置，柜子的后面及两侧应各留出 30 cm的空

隙，以便在保养时检修人员容易通过；另外在柜子的

顶部应有 30～35 cm的空隙，以利于准确测量通过高

效过滤器的气流速度，以及更换高效过滤器［11］。此

外，安全柜支架下方不应摆放小型设备、实验耗材等

物品，以便于对安全柜下方进行维护和清洁，也不影

响人员的操作。

生物安全柜的噪声、照度合格率较低，虽不会对

使用安全性造成直接影响，但会影响实验人员工作舒

适度和健康［10］。对国产和进口生物安全柜各项指标的

合格率进行统计学分析比较发现，两者之间存在显著

性差异；其中流入气流流速与噪声两项指标的合格率

差异较大，可能是造成整体差异的主要原因之一。这

提示国产生物安全柜质量还有待提高。此外，本次调

查还发现生物安全柜的使用、运维方面也存在一些问

题，例如紫外线灯超期使用，清洁、消毒不规范，不

定期检测、监测，无定期培训等。因此，加强培训、

养护、定期检测是保障生物安全柜规范使用、相关实

验结果正确性及生物安全所必不可少的。

本次检测主要依据 YY 0569—2011等标准进行。

该标准以美国标准NSF 49：2019为基础［12］，并结合

了欧盟标准EN 12469：2000中的特色［13］。比如，YY
0569—2011标准采用上述两种国际标准中相同的工作

原理对操作人员、实验品和工作环境提供保护，并在

此基础上按照排放气流在系统总流量中占比和内部结

构分为A1、A2、B1、B2四种类型；下降气流流速指

标在增加测试点的同时，依照EN 12469规定，添加风

速范围以便提升准确度等［13］。YY 0569比NSF 49和
EN 12469要求更高，体现在风速的精确度和紫外线灯

的强度要求方面，进而明确了生物安全柜各项性能的

检测标准，规范了实验室生物安全柜的使用。

综上所述，生物安全柜作为生物安全实验室内一

级防护屏障，可以对操作人员、环境和样品提供保护

作用，其性能保障是实验室生物安全防护的重要基础。

因此，生物安全柜的性能检测可使安全柜的质量得到

有效控制，使生物安全效果得到保证。此次检测结果

提示：生物安全柜安装位置的选择必须符合相关标准

和要求，并且需要专业人员安装，做好安装后的现场

验收，从而确保安装质量；在实验室生物安全柜管理

和维护中，应严格按照说明书规范使用，定期维护并

进行相关项目检测，保持其良好的性能状态；如果发

现异常，需要及时消除，确保安全柜的正常运行。
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微电解无菌水系统在实验动物屏障设施中应用的跟
踪监测
张 薇, 唐 彬, 赵 勇, 张志妮, 邓新燕

(中山大学实验动物中心, 广州 510006)

[摘要] 目的 跟踪观察实验动物屏障设施长期应用微电解无菌水系统是否可以持续维持终端供水的无菌。方法
在2018年4月—2022年3月期间，每季度跟踪监测中山大学实验动物中心生产繁殖SPF级大小鼠的屏障设施中微电
解无菌水系统1次。设置8个采样点，包括微电解出水口进入输水管道前取样点1个、终端出水口6个、输水管网回
水取样点1个。按无菌操作流程取样，依据国家标准GB 14925—2010、GB/T 14926.41—2001进行微电解无菌水微生
物检测。结果 2018年4月—2022年3月共进行17次采样；在微电解无菌水系统正常运行期间，8个采样点的微电
解水均检测无菌，符合国家标准。结论 微电解无菌水系统能持续维持终端供水的无菌，可以长期应用于实验动物
屏障设施。
[关键词] 微电解；无菌水；监测；屏障设施；实验动物
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Tracking and Monitoring on Application of Micro-electrolyzed Sterile

Water System in Laboratory Animal Barrier Facilities
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(Laboratory Animal Center of Sun Yat-sen University, Guangzhou 510006, China)
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[ABSTRACT] Objective To track and observe whether the long-term application of micro-electrolyzed
sterile water system in laboratory animal barrier facilities can continuously maintain the terminal water
aseptic. Methods From April 2018 to March 2022, the microbiological detection of the micro-electrolyzed
sterile water system had been tracked and monitored once each quarter in the barrier facilities of
producing and breeding SPF grade rats and mice in Laboratory Animal Center of Sun Yat-sen University.
Totally 8 sampling points were set, including one sampling point before the intake of the
microelectrolytized water outlet into the water duct, six sampling points at the terminal water outlet, and
one sampling point for the water return of the water network. Samples were taken according to aseptic
operation procedures, and microelectrolysis aseptic water was detected according to the national
standards GB 14925—2010 and GB/T 14926.41—2001. Results From April 2018 to March 2022, a total of 17
tests were conducted. During the normal operation of the micro-electrolyzed sterile water system, the
quality of micro-electrolyzed water at 8 sampling points was sterile, in line with the national standard.
Conclusion Micro-electrolyzed sterile water system can maintain the sterility of the terminal water
supply, and can be used in laboratory animal barrier facilities for a long time.
[Keywords]Micro-electrolysis; Sterile water;Monitor; Barrier facilities; Laboratory animals

目前，国内实验动物屏障设施中无菌水的相关报

告很少。实验动物屏障设施的无菌水系统犹如人体的

血液循环系统，不仅供给动物不可或缺的饮用水，也

为屏障内的日常清洁等工作提供用水，是影响动物质

量和干扰实验研究的潜在因素。根据国家标准《实验

动物环境与设施》 GB 14925—2010要求，清洁级以
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上的实验动物饮用水应达到无菌要求；而对于清洁

级以上屏障设施中日常工作用水则没有明确规定，

但要求屏障环境中的沉降菌最大平均浓度［每 0.5 h
内 φ90 mm平皿中菌落形成单位（colony-forming unit，
CFU）］ ≤3。屏障环境用水一旦污染也将导致动物生

存环境污染，因此，屏障设施内的日常工作用水也应

达到无菌要求。有些屏障设施中无菌水系统制水不能

持续保持无菌，遂采用高压灭菌器灭菌制备动物饮用

水，而屏障设施内日常工作用水则采用添加化学消毒

剂的方法制备。但是能达到灭菌效果的化学消毒剂较

少，且化学消毒或灭菌剂效果受影响的因素较多，如

物体表面有机物、尘埃、水的酸碱性及水中有机物等

均会降低灭菌效果。因此，屏障环境工作用水同样需

要控制微生物而达到无菌，才能消除屏障环境与动物

污染隐患。

中山大学实验动物中心于2008年开始将微电解无

菌水系统应用到屏障设施中供应 SPF级动物饮用水和

日常工作用水，并于 2018年 11月新增微电解仪备用

机。前期研究表明，微电解无菌水可以持续保持无菌，

并对SD大鼠的血液生化等临床指标没有影响［1］。2018
年4月～2022年3月本中心对微电解无菌水系统的使用

情况进行了跟踪观察，然后对微电解无菌水系统配置、

运行管理中的细节加以总结和分析，以供同行借鉴。

1 材料与方法

1.1 微电解无菌水系统
微电解无菌水系统由超滤、微电解仪、循环输水

管路和屏障实设施内终端供水口组成。微电解仪 1号
和 2号互为备用，当其中一台发生故障时，启用另外

一台。微电解用 220 V电源，实际工作电压≤80 V，功

率为280 W；微电解仪产生的电流为2 A～10 A。超滤材

料主要有5 µm保安过滤膜、1 µm精密过滤膜、0.1 µm超
滤膜。微电解无菌水系统由广州惜水科技有限公司提

供。系统工艺流程见图 1所示，虚线左侧为屏障环境

设施内管网布局，右侧为屏障环境设施外管网及机房

布局。

1.2 主要试剂与仪器
SPX-600智能生化培养箱购自上海鸿都电子科技

有限公司；DHP-9162电热恒温培养箱购自上海一恒科

学仪器有限公司；脑心浸液肉汤、硫乙醇酸钠肉汤无

菌采样瓶、大豆蛋白冻肉汤培养基均购自于广东环凯

微生物科技有限公司；化学纯 36%～38%盐酸购自广

州化学试剂厂（批号：2021030216）。
1.3 水采样点的设置及编号

设8个取水样点。1、2号微电解仪的3个水龙头是

共同的终端出水实体。屏障设施内 3个终端水龙头对

图1 微电解无菌水系统的工艺流程简图
Figure 1 Process flow diagram ofmicro-electrolyzed sterile water system
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应1号微电解仪的水样标记为1号、2号、3号取样点，

对应 2号微电解仪的水样标记为 6号、7号、8号；屏

障设施外微电解机房的 2个取水点，即输水管网回水

取样点（标记为 4号）和微电解出水进入输水管网前

取样点（标记为5号）各1个。

1.4 水样采集
超滤水采样：确认微电解仪均处于关闭状态，开

启，1、2、3号终端出水口放水 5 min，然后用酒精灯

烧灼出水口，用采样瓶以无菌操作的方法对上述取水

点进行水样采集，500 mL/瓶，每份水样各2瓶。

微电解水采样：开启微电解仪1 h后采样。采样点

包括 3个终端出水口（1号微电解仪启用时命名为 1、
2、3号水样；2号微电解仪启用时命名为 6、7、8水
样）、1个输水管网回水取样点 4号、1个微电解出水

口至输水管网前的取样点 5号。对采样出水口放水

5 min，用酒精灯烧灼出水口，以无菌操作的方法采集

水样500 mL/瓶，每份水样各2瓶。

酸化水采样：对终端出水口的水人工添加 36%～
38%化学纯盐酸，达到pH测试纸值2.5～3，以无菌操

作的方法采集水样500 mL/瓶，每份水样各2瓶。

1.5 样品接种培养
过滤法检测：依据《中华人民共和国药典》 2020

版中纯化水、注射用水的检测方法。于水平流洁净工

作台上进行操作。每份样品随机取其中 1瓶 500 mL水
样，经0.22 µm无菌薄膜过滤器滤过后，取出滤膜，菌

面向上贴于R2A琼脂培养基，30～35 ℃培养至少 5 d，
观察菌落数。

国标法检测：依据国家标准GB 14925—2010《实
验动物环境及设施》、GB 14926.41—2001《实验动物

无菌动物生活环境及粪便标准的检测方法》检测。另1
瓶500 mL水样按无菌操作分别吸取0.5 mL样品，分别

接种到脑心浸液肉汤、硫乙醇酸钠肉汤、大豆蛋白冻

肉汤、血琼脂平皿培养基中。其中，接种脑心浸液肉

汤、硫乙醇酸钠肉汤培养基后，置于（36 ± 1）℃培养

至少14 d，并在第7和第14天时采用革兰染色法镜检；

接种血琼脂平皿后，放置35～37 ℃培育箱中48～72 h，
观察血琼脂平皿中有无细菌生长，以及其菌落数；接

种大豆蛋白冻肉汤培养基后，置于 25～28 ℃培养至

少14 d，观察有无真菌生长。

1.6 结果判断
光学显微镜下未观察到细菌，同时R2A琼脂培养

基和血琼脂皿上无细菌生长，大豆蛋白冻肉汤培养基

中无真菌生长，即判断水质合格，无菌水符合无菌要

求，结果表示为阴性“－”。任何一个培养基中出现阳

性结果，即判断为不符合无菌要求，结果表示为阳

性“＋”。

2 结果

2.1 超滤水与微电解水的检测结果对比
关闭微电解仪时，经过超滤处理的 1、2、3号水

样进行微生物检测，结果均为阳性。开启 2号微电解

仪 1 h后，4、5、6、7、8号水样进行微生物检测的结

果均为阴性。两种水样采用过滤法的检测结果与依据

GB 14925—2010、GB 14926.41—2001国标检测的结果

一致，具体见表1。

2.2 微电解仪故障与正常运行期间的检测结果
2018年 4月～2022年 3月跟踪检测期间，在编号

为 20180921和 20181011的二次连续检测时发现 1、2、
3号终端出水口水样有细菌，对应 1号微电解仪故障，

此后增加备用微电解仪（命名为 2号微电解仪）；另

外，在编号 20210923和 20211215的检测时发现 6、7、
8终端水样有细菌，对应 2号微电解仪故障。结果提

示，微电解仪正常运行时，终端水样检测结果为阴性；

若微电解仪出现故障，终端水样检测结果为阳

性（表2）。
2.3 微电解无菌水跟踪监测微生物结果

2018年 4月～2022年 3月共进行 17次采样检测，

除编号为 20180921、20181011、20210923、20211215
的终端水样检测有细菌（分别对应1号和2号微电解仪

表1 超滤水与微电解水的检测结果比较
Table 1 Comparison between ultrafiltration water and

micro electrolysis water
检测方
法
过滤法
国标法

水样
1▽

＋
＋

水样
2▽

＋
＋

水样
3▽

＋
＋

水样
4*

－
－

水样
5*

－
－

水样
6*

－
－

水样
7*

－
－

水样
8*

－
－

酸化
水
－
－

注：水样1、2、3和6、7、8来自3个终端出水口（分别对应1号、2号微电
解仪），水样4来自输水管网回水取样点，水样5来自微电解出水口至
输水管网前的取样点。过滤法指按照《中华人民共和国药典》2020版
中纯化水、注射用水的检测方法检测；国标法指依据国家标准GB
14925—2010《实验动物环境及设施》、GB 14926.41—2001《实验动物
无菌动物生活环境及粪便标准的检测方法》检测。▽表示未启动微电
解仪1号和2号，终端水样是仅经过三道过滤的超滤水；* 是开启2号
微电解仪后的取水样。－示检测结果阴性；＋示检测结果阳性。
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故障）外，其他时间的跟踪检测结果显示微电解无菌

水系统的终端出水口1、2、3、6、7、8水样、回水口

4水样、微电解出水口5水样、酸化水样经培养14 d后
均无细菌和真菌生长（表 3），符合GB 14925—2010、
GB/T 14926.41—2001国家标准。

3 讨论

本中心所用的微电解无菌水系统在跟踪前期的检

测结果显示，仅经过超滤的水不能达到无菌，且在微

电解仪故障时，所制终端水不能达到无菌；开启微电

解仪并正常工作1 h后所制水能达到无菌。国内有学者

比较了反渗透实验动物饮用水与高压灭菌水，发现前

者不能达到无菌［2-3］。不能保持所制水无菌的原因可

能与反渗透膜、前置超滤膜自身微生物滋生以及输水

管道内、终端开放口微生物滋生有关。同时，前期的

检测水样采用过滤法与国标法（水样未经过滤）的检

测结果一致，因此在后期的跟踪监测中采用了 GB
14925—2010、GB/T 14926.41—2001国家标准推荐的

方法。

屏障设施无菌水系统均由灭菌环节、输水管路、

供水终端组成。目前，国内应用到屏障设施的无菌水

系统主要有反渗透或+浸没式紫外线、超滤（超滤+臭
氧发生器+浸没式紫外线）、在线灭菌。反渗透和超滤

均是利用膜过滤法进行净化水。反渗透可以截留9×101
道尔顿的小分子，能有效清除溶解于水中的无机物、

有机物、细菌、热源等。超滤可以截留相对分子质量

在1×103～1.5×105，不能过滤水溶性无机离子，也通常

作为反渗透的前置过滤。但反渗透和超滤均需要防止

过滤膜被细菌污染或堵塞，需定期监控并更换过滤膜，

否则导致过滤失败，系统滋生细菌［4-5］。也有学者认

为，反渗透只可以去除大部分细菌，而不是全部［6］。
同时这 2种系统的输水管道以配置成循环管路为佳，

而维持输水管路内的无菌则是防止污染的关键点和难

点。在线高温灭菌是将水高温灭菌结合降温输送，有

文献［2］报道其可以保持终端出水的无菌，但随着在饮

水瓶储存时间延长，滋生细菌逐渐增多，同时能耗较

高。微电解是通过改变电场强度，影响细菌的生理代

谢而导致其死亡，同时水分子通过微电解发生强的氧

化还原反应，并释放活性物质［O］、HO2-、H2O2等自

由基到循环水中发挥杀菌作用［1］。微电解的优势是保

持循环输水系统持续存在强氧化活性物质而达到灭菌

作用，尤其是可以持续保持输水管路的无菌［1］；但将

其灌装饮水瓶后能维持多长时间的无菌，尚未做监测。

本研究通过对微电解无菌水系统多年的跟踪观察发现，

微电解无菌水系统的终端出水口水样检测无菌表明整

个无菌水系统无菌；回水口水样无菌表明输水管路无

污染；微电解出水口进入供水网管前水样无菌表明微

表2 微电解仪故障时的水样检测结果
Table 2 Detection result of water samples in case of

failure ofmicro-electrolyzed sterile water system
检测编
号
180921▽

181011▽▽

210923*

211215**

水样
1
+

+

/

/

水样
2
+

+

/

/

水样
3
+

+

/

/

水样
4
/

/

/

/

水样
5
/

/

/

/

水样
6
/

/

＋

＋

水样
7
/

/

＋

＋

水样
8
/

/

＋

＋

酸化
水
-

-

-

-

注：水样1、2、3和6、7、8来自3个终端出水口（分别对应1号、2号微电
解仪），水样4来自输水管网回水取样点，水样5来自微电解出水口至
输水管网前的取样点。▽表示1号微电解仪故障；▽▽表示1号微电解
故障，并对无菌水系统进行消毒清洗维护后的检测结果；*表示2号微
电解仪故障；**表示2号微电解故障，并对无菌水系统进行消毒清洗维
护后的检测结果。“－”检测结果阴性；“＋”检测结果阳性。

表3 2018年4月—2022年3月微电解无菌水微生物检测情况
Table 3 Microbial detection of micro-electrolyzed sterile

water fromApril 2018 toMarch 2021

编号

20180416
20180921▽

20181011▽

20181128
20181220
20190404
20190704
20191010
20191216
20200520
20200915
20201215
20210331
20210707
20210923*

20211215*

20220323

水样
1
－
＋
＋
/
－
/
－
/
/
－
/
－
－
/
/
/
/

水样
2
－
＋
＋
/
－
/
－
/
/
－
/
－
－
/
/
/
/

水样
3
－
＋
＋
/
－
/
－
/
/
－
/
－
－
/
/
/
/

水样
4
－
/
/
－
－
/
/
/
/
/
/
/
/
/
/
/
/

水样
5
－
/
/
/
/
/
/
/
/
/
/
/
/
/
/
/
/

水样
6
/
/
/
－
/
－
－
－
/
－
－
－
－
-
＋
＋
-

水样
7
/
/
/
－
/
－
－
－
/
－
－
－
－
-
＋
＋
-

水样
8
/
/
/
－
/
－
－
－
－#

－
－
－
－
-
＋
＋
-

酸化
水
/
－
－
/
/
－
－
－
/
－
－
－
－
-
-
-
-

注：水样1、2、3和6、7、8来自3个终端出水口（分别对应1号、2号微电
解仪），水样4来自输水管网回水取样点，水样5来自微电解出水口至
输水管网前的取样点。“－”检测结果阴性；“＋”检测结果阳性；“/”表
示未取样检测（1号微电解仪与2号微电解仪会轮流开启，4号、5号取
样点选择性监测）；▽表示1号微电解仪故障；*表示2号微电解仪故
障；#是8号终端出水口更换水龙头后的检测。
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电解仪器工作正常；而酸化水监测结果保持阴性，是

无菌水系统的第二屏障，可弥补无菌水不能实时监测

带来的污染风险。

屏障设施无菌水系统的污染环节主要发生在灭菌

主机功能减弱或故障、膜过滤或输水循环管路污染、

单行无循环管路或供水末端的逆行污染、动物自动饮

水嘴的逆行污染。本中心在对微电解无菌水系统的跟

踪监测过程中发现，取样点的科学设置非常重要。因

此在观察中不仅设置了终端取水点，还设置了循环管

路的回水取样点和微电解仪出水口进入管网前的取样

点，以此达到对无菌水系统的各关键环节点起到准确

监控作用。一旦发现污染，可以通过污染取样点位置

判断无菌水系统污染发生的具体环节，即准确判断是

微电解仪器问题、输水管路问题、终端水逆行污染还

是取样操作污染问题。通过几年跟踪观察发现：微电

解无菌水系统多以微电解仪发生故障导致杀菌失败，

在1号微电解仪工作时2次检测阳性，维修发现电解极

片结垢板结，在两极片中形成隔离层，使微电解减弱

或不能正常工作。因此，微电解仪的维护非常重要。

微电解无菌水系统维护的关键点是：定期清洗除垢，

每月一次，每 500 L加柠檬酸 500 g，开启微电解无菌

水系统，使柠檬酸水在系统中循环保持 1～2 h，减少

矿物质等杂质在电极片上的结垢，保持阴极片、阳极

片正常发挥电解作用；过滤膜定期更换，保安过滤每3
个月、精过滤膜 6个月、超滤膜 12个月更换一次。过

滤膜的配置起到拦截微量悬浮物和微小杂质颗粒以及

部分微生物的作用，可实现水的预处理，减少电极片

的结垢，但其不具备自净功能，不能持续保持无菌。

经2015—2017年［1］及近4年来的跟踪监测发现，在微

电解系统正常工作时，微电解仪出水口、输水管路、

终端出水均没有污染，后期还设置了备用微电解仪器，

交替使用，以确保生产屏障设施中动物饮用水和日常

工作清洁用水的无菌。如没有备用微电解仪且仅有的

一台微电解仪故障时，应用高压灭菌水替代，以保障

屏障设施内动物饮用水和日常工作用水符合无菌要求。

屏障设施中动物饮用水和日常用水一旦污染将直

接导致动物和环境的污染，因此，维持并保持屏障设

施无菌水系统的无菌显得极其重要。经过多年跟踪监

测的结果表明，微电解无菌水在屏障设施中应用是可

行的，但也存在一些关键的细节问题。一方面，无菌

水仅仅靠微电解仪尚不能达到持续无菌，输水管路的

科学配置是极其关键的因素，必须设置循环回路，使

微电解的杀菌物质在循环管路中持续保持。笔者了解

到国内目前约25家实验动物设施使用了微电解无菌水

系统，另有 2家单位在尝试应用微电解系统时发现所

制水不能达到无菌而放弃使用，究其原因是配置的输

水管路没有设置循环回路、输水管网有过长过多盲端、

输水管网中形成旁通独立闭环等，导致输水管路死角

和部分不能循环的水存在，管网中的水不能全部回流

而重新进入微电解杀菌循环系统中，从而导致水中细

菌的滋生。因此，在实验动物屏障设施的设计规划中，

对无菌水系统中输水管路的布局需要考虑循环输水管

路的设计，尽可能减少输水死角。另一方面，目前的

微电解无菌水系统没有即时报警系统。本中心自 2018
年 11月起在系统中配置了在线微电解仪电流检测表，

以监控微电解仪产生的电流，小于或等于2 A时应立即

停用，启用备用机。此外，准确判断仍然需要取水样

进行微生物检测，历时2～14 d才能报告结果，因此水

质微生物检测结果的判断迟于污染发生的实际时间。

未来工作中，将考虑利用微电解水中的主要灭菌成分

设置在线检测报警系统以达到实时监控的作用。
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实验动物尸体及相关废弃物无害化处置信息化监管
系统初探
李 勇, 周 亮, 何 勇, 闫志峰, 王海江

(四川省医学科学院·四川省人民医院实验动物研究所, 成都 610212)

[摘要] 目前我国尚缺乏针对实验动物尸体及相关废弃物的规范化、制度化管理规范，对其无害化处置过程也未实
现有效的监管，尤其缺少有效的全过程生物安全监管体系。本研究采用计算机网络、全球卫星定位系统、无线通
信、地理信息系统等多学科的前沿技术，初步建立了一种新型的实验动物尸体及相关废弃物无害化处置信息管理系
统，并与生物安全监管紧密结合，可以实现全程动态跟踪监控。该系统的建立有利于加强对实验动物尸体及相关废
弃物的规范化、制度化管理，促进医疗废物的安全管控，防止疾病传播，保护环境，保障人体健康。
[关键词] 实验动物尸体；废弃物；无害化处置；生物安全；信息管理系统
[中图分类号] Q95-33；R-332 [文献标志码]A [文章编号] 1674-5817（2022）02-0122-05

Preliminary Exploration of Information Supervison System for

Harmless Disposal of Laboratory Animal Carcasses and Related

Wastes

LI Yong, ZHOU Liang, HE Yong, YAN Zhifeng, WANG Haijiang
(Institute of Laboratory Animal Sciences, Sichuan Academy of Medical Sciences & Sichuan Provincial
People's Hospital, Chengdu 610212, China)
Correspondence to: WANG Haijiang, E-mail: 4415898@qq.com

[ABSTRACT] At present, there is still a lack of standardized and institutionalized management of
laboratory animal carcasses and related wastes in China, and effective supervision of their harmless
disposal process, especially an effective whole-process biosafety supervision system. Using computer
networks, global satellite positioning systems, wireless communications, geographic information systems
and other multidisciplinary cutting-edge technologies, we preliminarily established an information
management system for harmless disposal of laboratory animal carcasses and related wastes, which could
be closely combined with biosafety supervision to realize dynamic tracking and monitoring in the whole
process. The established system can strengthen the standardization and institutionalization management
of experimental animal carcasses and related wastes, promote the safety control of medical waste, prevent
the spread of diseases, protect the environment and ensure human health.
[Keywords] Laboratory animal carcasses; Wastes; Harmless disposal; Biosafety; Information management

system

实验动物是指经人工培育，对其携带微生物和寄

生虫实行控制，遗传背景明确或者来源清楚，用于科

学研究、教学、生产、检定以及其他科学实验的动

物［1］。实验动物为医药卫生事业的发展和人类健康做

出了重大贡献。实验动物尸体是指教学、科研实验中

死亡或实验后处死的实验动物，以及生产、饲养过程

中死亡或淘汰的实验动物。废弃物指实验动物生产、饲

养和动物实验过程中产生的相关废弃物，主要包括解剖
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后的血液、组织液及擦拭物、实验耗材和垫料等［2-3］。
对实验动物尸体及相关废弃物进行无害化处置有利于生

物安全和环境保护，也符合动物伦理相关要求。

我国目前对实验动物尸体及相关废弃物缺乏规范

化、制度化管理，例如：没有针对实验动物尸体及相

关废弃物管理的法规；缺乏集中科学处理的设备、场

所；实验人员对处理方法鉴定不明，分类不清，生物

安全意识淡薄；政府缺少有效的监管与运行体系

等［4］。因此，如何高效、规范、安全地处理实验动物

尸体及相关废弃物，已成为制约我国生命科学教学与

科研发展的一个重要因素，也直接关系到人民生命健

康、环境卫生、食品安全等社会问题。

为了实现对实验动物尸体及相关废弃物无害化处

置的有效监管，本研究团队综合利用计算机网络、全

球卫星定位系统、无线通信、地理信息系统等多学科

的前沿技术，初步建立了一种可全程动态跟踪监控实

验动物尸体及相关废弃物的信息管理系统，以期实现

对医药实验过程中所产生各类废弃物进行无害化处置

的生物安全监管目标。

1 规范实验动物尸体及相关废弃物的回收和
分类流程

实验动物尸体及相关废弃物除动物尸体外，还包

括实验动物生产、饲养及动物实验过程中所产生的具

有感染性、毒性以及其他危害或潜在危害的废弃物，

例如：棉球、棉签、引流棉条、一次性手术衣、纱布

及其他各种敷料，一次性卫生用品、一次性实验用品

及一次性医疗器械，疾病动物或者受试动物的血液、

体液、排泄物及被污染物品，病原体的培养基、标本

和菌种，以及实验动物垫料等。废弃物的品种存在多

样性，所携带的致病性微生物也存在多样性，因此需

要用专用塑料袋进行包装密封，并做好标记，分类存

放。其中，具有感染性的实验动物尸体和废弃物，如

病原体培养基、标本、菌种等，应消毒灭菌后包装密

封于有生物危害标识的专用塑料袋中。一般应设置 3
种以上颜色的塑料包装袋，便于分类包装，如黄色代

表感染性废弃物，黑色代表疑似感染性废弃物，白色

代表一般废弃物，如表 1所示。废弃物除了用塑料包

装袋密封外，还应以贮存桶如带盖的不锈钢桶装载，

以便运输［5］。采用条码技术［6-7］，通过系统软件自动

生成条码并打印，然后粘贴到对应的各类实验动物尸

体及相关废弃物包装袋上，如图1所示。

2 实验动物尸体及相关废弃物的信息管理系
统的设计

2.1 信息管理系统的设计内容
采用网际协议的视频监控系统（internet protocol

video surveillance，IPVS）技术［8］，可通过网络数字摄

像机和硬盘录像机对现场各种视频进行实时取证录像，

在网络畅通情况下实时上传到云服务器平台。在网络

中断情况下，通过现场硬盘录像机进行视频图像存储，

待网络恢复后自动补传视频图像（图2）。具有权限的

工作人员可通过信息管理系统实时调阅查看相关视频。

各类实验动物尸体及相关废弃物无害化处置的监

管流程包含回收管理、运输过程监管、入库监管、出

库监管、处置过程监管、尾气排放监测、废水监测、

残留物监测等（图3）。
2.1.1 回收管理

指定权限的工作人员通过扫描设备对粘贴在废弃

物包装上的条码进行扫描识别，录入废弃物名称、种

类、收集单位、时间、运输车辆等相关信息。

2.1.2 运输过程监管
用配备隔热保温厢体、制冷机组、车厢内温度记

录仪等部件的专用感染性废弃物冷藏车对实验动物尸

表1 实验动物尸体及相关废弃物的分类包装和标识方式
Table 1 Classified packaging and labeling of laboratory

animal carcasses and relatedwastes
种类

实验动物尸体
棉球、棉签、引流棉条、纱布及其他各种敷料
一次性实验用品及一次性医疗器械
血液、体液、排泄物及污染物品
病原体的培养基、标本和菌种
实验动物垫料

包装方式
黑色塑料包装袋
黄色塑料包装袋
黄色塑料包装袋
黄色塑料包装袋
黄色塑料包装袋
白色塑料包装袋

标识方式
条码标识
条码标识
条码标识
条码标识
条码标识
条码标识

图1 废弃物条码示意图
Figure 1 Bar code of waste
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体及相关废弃物进行全程密封冷藏运输。通过对专用

感染性废弃物冷藏车加装GPS的方式，实现对车辆的

定位、监控。同时可以调取车辆的历史运行轨迹，做

到路线溯源，实现全程监控，保障运输过程中的生物

安全。

指定权限的工作人员将运输所需要的资料录入到

系统中，并形成相关记录，同时将司机和车辆进行绑

定。工作人员还可将封装好的动物尸体拍照，在系统

中生成相关档案并留存；同时在进行装袋等操作时全

程通过视频监控手段录像，以达到运输过程的全程

监管。

2.1.3 出入库监管
指定权限的工作人员通过扫描设备进行出入库操

作，并生成相关的出入库记录单据，单据中可体现出

入库人员、出入库对象、数量、出入库时间等信息。

在出入库过程中，采用视频监控手段进行录像或拍照，

并保存视频、图片等证据。

2.1.4 处置过程监管
按照《实验动物环境及设施》（GB14925-2010）、

《实验室生物安全通用要求》（GB19489-2008）标准，

对未使用过或仅用作常规科研、检定、检验、教学的

实验动物尸体及废弃物，可交由具备《动物防疫条件

注：CPU即中央处理器（central processing unit），VPN即虚拟专用网络（virtual private network）。
图2 实验动物尸体及相关废弃物无害化处置监管系统的结构图
Figure 2 Structure diagram of supervision system for harmless disposal of laboratory animal carcasses and related wastes

图3 实验动物尸体及相关废弃物无害化处置监管流程图
Figure 3 Flow diagram of harmless disposal supervision of laboratory animal carcasses and related wastes
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合格证》等相关资质的单位，按规定进行集中无害化

处置；而接受病原体感染、染毒和放射性实验的实验

动物尸体和废弃物，须先行高压灭菌后，再交由具备

《危险废物经营许可证》资质且核准经营危险废物处理

类别相符的单位集中处置。处置方式采用焚烧法［9-10］，
即通过氧化燃烧的方法杀灭病原微生物，将动物尸体

及相关废弃物化为灰渣。

指定权限的工作人员通过扫描设备进行销毁操作，

并生成相关的销毁记录单据。在整个处置过程中，将

重点采用视频监控手段进行全程录像。处置完成后，

保存视频资料，并把处置信息传入信息管理系统，以

便查阅实验动物尸体及相关废弃物处置情况。

2.1.5 尾气、废水、残留物监测
由于实验动物尸体及相关废弃物处置过程中会产

生大量的三废，即废气、废水和固废（残留物），其中

含有多种有毒有害物质，若处理不当或未达标而排放，

会对环境造成危害，破坏生态环境平衡，影响人体

健康。

本系统预留有与无害化处置机构自身的监测系统

对接的端口，可共享监测系统中采用高灵敏度的传感

器采集的尾气、废水等数据信息。残留物经检验合格

后可作为土壤添加剂或肥料，也可作填埋处理；处置

过程中需进行详细记录，包括处置单位、时间、数量

等信息，并采用视频监控手段全程录像。

2.2 信息管理系统的特点
（1）创新性：利用计算机网络、条码、卫星定位

等技术，可实现实验动物尸体及相关废弃物无害化处

置全过程的动态监控。（2）可查性：实验动物尸体及

相关废弃物的分类回收、贮存、运输、处置等过程都

可以实时录像或拍照，资料可存档，并可随时查阅。

（3）专人负责，杜绝管理漏洞，确保生物安全。

3 思考及讨论

随着医药产业的不断发展，产、学、研过程中产

生的各种医药实验废弃物越来越多。然而在高校、研

究机构等实验动物频繁使用单位，“重教学科研、轻安

全管理”的问题屡见不鲜。比如，生物安全意识欠缺、

管理机制落后、实验动物尸体及相关废弃物的有效处

理长期被忽视，由此频发实验室生物安全事故，引起

社会的广泛关注［11-13］。实验废弃物的非科学处理主要

包含以下几点：（1）缺乏对实验动物尸体及相关废弃

物的分类回收处理流程的有效监管；（2）废弃物的生

物安全危害等级无法得到有效评估；（3）无害化处置

机构的软硬件建设相对滞后，无害化处置机构忽视实

验动物尸体及相关废弃物的潜在生物安全风险。针对

以上问题，我国于2020年颁布了《中华人民共和国生

物安全法》，并于 2021年 4月 15日起施行，明确生物

安全是国家安全的重要组成部分，加强动物防疫，防

止动物源性传染病传播是人民健康、社会安定、国家

利益的重要保证。因此，无害化处置技术和监管体系

应该同步跟上时代的步伐，落实在医疗废物的收集、

运送、贮存、处置以及监督管理等活动中。

目前，无害化处置机构多将着眼点放在处置环节，

忽视了废弃物的交接、运输及贮存环节，而部分公共

生物安全事故的发生恰恰就始于交接、运输及贮存环

节中的漏洞，对这三个环节的监管往往没有得到应有

的重视。有学者在对浙江省实验动物行政许可单位的

调研中发现，部分单位没有详实的废弃物交接记录，

应急预案仅侧重于停水停电、设备故障、动物感染等

情况［14］。由于缺乏对交接和转运流程的有效监管，当

发生废弃物丢失的情况时，根本无从追索废弃物下落，

使得应急预案成为一纸空文。规范做好实验动物尸体

及相关废弃物的分类回收、贮存、标识、预处理，完

善交接手续，加强监管等已成为各实验动物相关单位

的共识［15］。
在近年来重大疫病暴发的情况下，从国民生命健

康、国家生态安全、经济社会可持续稳步发展的角度

出发，组织协调有关力量，开展实验动物相关生物安

全防控工作，建立生物安全监测和预警体系，已迫在

眉睫［16］。无害化处置机构必须承担起自身的社会责

任，带动行业形成全流程监管体系，为保障生物安全

贡献一份力量。

本文阐述了实验动物尸体及相关废弃物信息管理

系统的设计思路及预期效果，但目前仍处于研究开发

阶段。例如，该系统尚未实现与无害化处置机构监测

系统的对接，不能做到信息共享，无法实时了解处置

过程中尾气、废水等指标的排放情况；整个系统的运

行效果有待观察；还存在单位间沟通衔接不力、信息

资源涉及保密等问题，都需要逐步解决。我们相信随

着信息管理系统应用于实验动物尸体及相关废弃物无

害化处置过程，将进一步完善整条无害化处置产业链

的监督管理体系，从而明显提高实验动物尸体及相关

废弃物的无害化处置效率，有力保障全过程生物安全。
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《中华人民共和国生物安全法》：生物技术研究、开发与应用安全
《中华人民共和国生物安全法》由中华人民共和国第十三届全国人民代表大会常务委员会第二十二次会议于2020年10月17

日通过，自2021年4月15日起施行。
第四章 生物技术研究、开发与应用安全
第三十四条 国家加强对生物技术研究、开发与应用活动的安全管理，禁止从事危及公众健康、损害生物资源、破坏生态系

统和生物多样性等危害生物安全的生物技术研究、开发与应用活动。从事生物技术研究、开发与应用活动，应当符合伦理原则。
第三十五条 从事生物技术研究、开发与应用活动的单位应当对本单位生物技术研究、开发与应用的安全负责，采取生物

安全风险防控措施，制定生物安全培训、跟踪检查、定期报告等工作制度，强化过程管理。
第三十六条 国家对生物技术研究、开发活动实行分类管理。根据对公众健康、工业农业、生态环境等造成危害的风险程

度，将生物技术研究、开发活动分为高风险、中风险、低风险三类。生物技术研究、开发活动风险分类标准及名录由国务院科
学技术、卫生健康、农业农村等主管部门根据职责分工，会同国务院其他有关部门制定、调整并公布。

第三十七条 从事生物技术研究、开发活动，应当遵守国家生物技术研究开发安全管理规范。从事生物技术研究、开发活
动，应当进行风险类别判断，密切关注风险变化，及时采取应对措施。

第三十八条 从事高风险、中风险生物技术研究、开发活动，应当由在我国境内依法成立的法人组织进行，并依法取得批
准或者进行备案。从事高风险、中风险生物技术研究、开发活动，应当进行风险评估，制定风险防控计划和生物安全事件应急
预案，降低研究、开发活动实施的风险。

第三十九条 国家对涉及生物安全的重要设备和特殊生物因子实行追溯管理。购买或者引进列入管控清单的重要设备和特
殊生物因子，应当进行登记，确保可追溯，并报国务院有关部门备案。个人不得购买或者持有列入管控清单的重要设备和特殊
生物因子。

第四十条 从事生物医学新技术临床研究，应当通过伦理审查，并在具备相应条件的医疗机构内进行；进行人体临床研究
操作的，应当由符合相应条件的卫生专业技术人员执行。

第四十一条 国务院有关部门依法对生物技术应用活动进行跟踪评估，发现存在生物安全风险的，应当及时采取有效补救
和管控措施。

（《实验动物与比较医学》编辑部摘录）

**********************************************************************************************
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适用于微创消融治疗研究的小鼠胰腺癌原位模型建
立方法及比较
毛璐婧1,2,3, 张娜娜1,2,3, 刘 昊4, 史爱华2,3, 朱子语4, 吕 毅1,2,3,5

(1. 西安交通大学第一附属医院Med-X研究院再生与重建医学研究所, 西安 712000; 2. 西安交通大学第一附属医院精

准外科与再生医学国家地方联合工程研究中心, 西安 710061; 3. 西安交通大学第一附属医院陕西省再生医学与外科

工程研究中心, 西安 710061; 4. 西安交通大学医学部, 西安 710061; 5. 西安交通大学第一附属医院肝胆外科, 西安

710061)

[摘要] 目的 探究应用肿瘤细胞原位注射和肿瘤组织块移植法建立小鼠胰腺癌原位模型的优缺点，为以精准消融
治疗研究为目的的小鼠胰腺癌原位模型的建立提供技术参考。方法 取20只6～8周龄的健康雄性C57BL/6小鼠，
分为4组，每组5只：A组采用小鼠胰腺癌Panc02细胞悬液直接注射法；B组采用含基质胶的小鼠胰腺癌Panc02细
胞悬液注射法；C组采用小鼠胰腺癌组织块移植法；D组采用小鼠肿瘤组织块水凝胶粘接法。术后观察各组小鼠胰
腺癌的成瘤率、肿瘤大小、腹腔脏器粘连程度和肿瘤转移情况，分别采用HE染色法和免疫组织化学法检测肿瘤组
织形态学变化以及Ki67和α平滑肌肌动蛋白（α-smooth muscle actin，α-SMA）表达差异。结果 A、B、C、D四
组小鼠胰腺癌成瘤率分别为60%、80%、100%和100%。建模16 d后，A组小鼠肿瘤体积为（47.80±42.99）mm3，
均质性差；B、C与D组小鼠肿瘤体积分别为（68.43±16.77）mm3、（105.86±17.25）mm3和（128.98±13.41）mm3，
比A组明显增大（P＜0.01），且均质性较好。A组小鼠腹腔重度粘连率为100%，Ｂ组重度粘连率为80%，C组与D
组均未出现重度腹腔粘连。Ａ组小鼠肿瘤转移率为100％，Ｂ组转移率为60％，C组与D组小鼠均未发现肿瘤转移。
4组小鼠的肿瘤在组织学上无明显差异，且肿瘤组织中Ki67和α-SMA蛋白的相对表达水平差异无统计学意义（P＞
0.05）。结论 采用肿瘤组织块移植法及水凝胶粘接法建立小鼠胰腺癌原位模型的成瘤率高，转移少，腹腔粘连轻，
且未改变肿瘤细胞的生物学特性，易于操作和普及，造模效果更好。

[关键词] 胰腺癌；原位模型；原位注射；肿瘤移植；小鼠

[中图分类号] Q95-33；R-332 [文献标志码]A [文章编号] 1674-5817（2022）02-0127-08

DOI:10.12300/j.issn.1674-5817.2021.094 ·人类疾病动物模型·
Animal Models of Human Diseases
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Establishment and Comparison of Mouse Pancreatic Cancer Orthotopic

Model forMinimally Invasive Ablation Therapy Study
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[ABSTRACT] Objective To explore the advantages and disadvantages of orthotopic mouse model of
pancreatic cancer established by orthotopic injection of tumor cells and transplantation of tumor tissue
block, in order to provide technical reference for the establishment of orthotopic mouse model of
pancreatic cancer with the purpose of precision ablation treatment. Methods A total of twenty healthy
aged 6-8 weeks male C57BL/6 mice were divided into four groups, with five mice per group. Direct injection
of mouse pancreatic cancer Panc02 cell was used in group A, direct injection of mouse pancreatic cancer
Panc02 cell (containing matrigel) was used in group B, tumor tissue block transplantation of mouse
pancreatic cancer was used in group C, the tumor tissue block hydrogel bonding method was used in
group D. The tumor formation rate, tumor size, the degree of abdominal organ adhesion, tumor metastasis
were observed after surgery in each group of mice. Tumor histomorphology and expressions of Ki67 and α-
smooth muscle actin (α -SMA) protein were detected by HE staining and immunohistochemistry,
repectively. Results The tumor formation rates in groups A, B, C, and D were 60%, 80%, 100%, and 100%
respectively. After modeling for 16 d, the tumor volume of mice in group A was (47.80±42.99) mm3, with poor
homogeneity. The tumor volume of mice in groups B, C and D [(68.43±16.77) mm3, (105.86±17.25) mm3,
(128.98±13.41) mm3 , respectively] was significantly larger than that in group A (P < 0.01), with better
homogeneity. The severe abdominal adhesion rate in group A mice was 100% and 80% in group B, and no
severe abdominal adhesions occurred in groups C and D. The metastasis rate was 100% in group A and 60%
in group B, and no tumor metastases were found in mice in groups C and D. There was no difference in the
tumor formation of the four groups of mice, and no significant difference in the expression of Ki67 and
α -SMA proteins in the tumor tissues (P > 0.05). Conclusion The establishment of orthotopic pancreatic
cancer in mice by tumor tissue transplantation and hydrogel adhesion has the advantages of high tumor
formation rate, less metastasis, mild adhesion of abdominal cavity, no change in the biological
characteristics of tumor cells, easy operation and popularization, and better modeling effect.
[Keywords] Pancreatic cancer; Orthotopicmodel; Orthotopic injection; Tumor transplantation; Mice

胰腺癌因恶性程度高，患者生存期短，被称为

“癌症之王”。全球最新癌症数据统计分析显示，胰腺

癌发病率占恶性肿瘤的 2.6%，而死亡率高达 4.7%［1］，
且绝大部分患者在诊断为胰腺癌后半年内死亡，5年生

存率约为 10%［2］。胰腺癌因具有高度纤维化的肿瘤间

质，放化疗、分子靶向药物和免疫疗法均对其治疗效

果欠佳［3］。近年来，随着 CT、超声等影像技术的进

步，局部选择性破坏肿瘤组织的物理消融疗法为胰腺

癌患者带来了良好的治疗前景［4］。研究表明，微创消

融疗法可显著延长进展期胰腺癌患者的总生存期［5］。
而各种物理消融方法在用于胰腺癌治疗的过程中仍存

有一些问题，如热消融引起的热沉效应，消融效果不

彻底，以及如何联合其他治疗方案等，均需要进一步

的实验探究。

建立小鼠胰腺癌移植瘤模型是胰腺癌研究的重要

基础。目前主要的造模方法有皮下移植瘤模型及原位

移植瘤模型等。皮下移植瘤生长时易被纤维包绕，肿

瘤血管生成易受干扰，不能很好地模拟人胰腺癌真实
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情况，有一定的局限性［6］。而原位胰腺癌模型是胰腺

癌研究中较为理想的一种，为探究胰腺癌原位消融治

疗方案等提供了合理的动物模型。因物理消融是肿瘤

局部消融，对原位胰腺癌模型的要求较高，如肿瘤模

型同质性差（肿瘤体积差异大）、腹腔脏器粘连严重、

腹腔转移等均会影响肿瘤消融效果。目前，关于小鼠

原位胰腺癌模型建立的研究报告较少。因此，如何高

效准确地建立具有较高同质性的小鼠原位胰腺癌模型

对于探究胰腺癌治疗方案具有重要意义。本研究对比

分析了应用肿瘤细胞原位注射法以及肿瘤组织块移植

法建立小鼠原位胰腺癌模型的优缺点，并总结建模过

程中遇到的相关问题和解决方案，以期为小鼠胰腺癌

原位模型的建立提供技术参考。

1 材料与方法

1.1 细胞及其培养
小鼠胰腺癌细胞系Panc02购自河北北纳生物科技

有限公司，用含10%胎牛血清、100 µg/mL青链霉素的

DMEM培养液，置于37 ℃含5% CO2的细胞培养箱中培

养，每2 d换液1次。细胞单层贴壁生长，约80%融合

时使用胰蛋白酶消化传代。

1.2 实验试剂及其配制
DMEM 高糖培养液、胎牛血清购自以色列

Biological Industries公司；体积分数为 0.25%的胰蛋白

酶、青链霉素购自上海碧云天生物技术有限公司；

Matrigel基质胶购自美国BD公司；兔抗Ki67一抗购自

武汉爱博泰克生物科技有限公司；鼠抗α平滑肌肌动

蛋白（α-smooth muscle actin，α-SMA）一抗购自武汉

博士德生物工程有限公司；辣根过氧化物酶标记的羊

抗鼠和羊抗兔二抗购自北京兰杰柯科技有限公司

（Biosharp品牌）。DAB显色试剂盒 （20×） 和改良

Harris苏木精染色液购自北京索莱宝科技有限公司。

水凝胶为本实验室制备的双网络强韧水凝胶，由

丙烯酰胺单体（3.6 g）、海藻酸钠（0.6 g）和去离子水

（30 g）按照原料配比6︰1︰50制备所得。壳聚糖溶液

的制备：首先将 0.976 g吗啉乙磺酸加入 50 g去离子水

中，并通过逐滴加入质量比为1︰10的NaOH溶液调节

pH值约为4.5，然后加入1 g壳聚糖并搅拌至完全溶解。

粘接肿瘤组织前，将12 g/L 1-乙基-3-（3-二甲基氨丙

基） -碳化二亚胺（EDC）和12 g/L的N-羟基硫代琥珀

酰亚胺（Sulfo-NHS）加入之前配制好的壳聚糖溶液

中，作为胶水用来粘接肿瘤组织与水凝胶。待粘接组

织和强韧水凝胶中的羧基与壳聚糖链中带正电的氨基

反应生成酰胺键，同时分子链之间还存在着氢键和静

电相互作用，从而形成牢固粘接。该水凝胶已被证实

具有良好的生物安全性，在起到物理粘接作用的同时

还可以减轻炎性反应［7］。壳聚糖则能有效防止肿瘤组

织与周围组织粘连的发生，促进创面的修复与

愈合［8］。
1.3 实验动物

SPF级C57BL/6小鼠 20只，雄性，6～8周龄，体

质量为（20±3） g，由西安交通大学医学部实验动物中

心［SCXK（陕） 2018-001］提供，质量合格证号为

1439。实验小鼠在西安交通大学医学部实验动物中心

［SYXK（陕） 2020-005］屏障环境中饲养管理，环境

温度维持在（25±2）℃，相对湿度控制在 50%～80%，
光照时间 12 h，动物可自由进食、饮水。动物饲养、

管理和实验操作严格按照国家和学校有关实验动物管

理方面的规定进行，实验方案经西安交通大学动物伦

理委员会批准［2018伦审科字第G-196号］。
1.4 小鼠原位胰腺癌模型建立
1.4.1 细胞悬液直接注射法

该方法定义为实验A组，随机取5只小鼠。将培养

好的小鼠胰腺癌Panc02细胞系消化并吹打，制备成单

细胞悬液，PBS洗涤 1次，生理盐水（即 0.9% NaCl溶
液）洗涤 2次，细胞计数板计数，生理盐水稀释细胞

至 1×107/100 µL。用异氟烷麻醉小鼠后，在小鼠左侧

肋下部位用脱毛膏脱毛，消毒腹部备皮，逐层打开小

鼠腹腔，首先寻找脾脏位置，在胃与脾脏之间连接紧

密的类似脂肪组织的部分即为小鼠胰腺。用无菌胰岛

素注射器将制备好的细胞悬液 20 µL/只（2×106个/只）
接种于小鼠胰腺原位，棉签轻按注射部位约 30 s后，

将小鼠腹部器官归位，逐层缝合腹部。每隔2 d观察小

鼠肿瘤生长情况，记录小鼠体质量。

1.4.2 含基质胶的细胞悬液注射法
该方法定义为实验B组，随机取5只小鼠。采用含

50% Matrigel基质胶的生理盐水混悬小鼠胰腺癌Panc02
细胞，采用与1.4.1节中同样的方法进行接种及观察。

1.4.3 肿瘤组织块移植法
该方法定义为实验C组，随机取5只小鼠。根据预

实验的结果可知，按1.4.1节肿瘤细胞悬液直接注射到

小鼠胰腺原位后第10天时，即可在小鼠左上腹部（即

胰腺在体表的投影部位）触及质硬的包块；于第14天
时开腹剥离肿瘤的长径约 5～7 mm，第 21天时肿瘤长
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径约 7～10 mm，此时肿瘤组织活力好，内部无坏死，

因此取接种后第21天的肿瘤组织作为肿瘤组织块移植

建立胰腺癌模型的“瘤组织源”。将采用细胞悬液直接

注射法形成的任意一只荷瘤小鼠脱颈处死，浸泡在

75%乙醇溶液中约 20 min，逐层打开小鼠腹腔将小鼠

胰腺及肿瘤组织均取出，将肿瘤组织剥离，用组织

剪剪成 1 mm3的肿瘤组织块，无菌PBS冲洗2次，放在

DMEM培养液中待用。异氟烷麻醉新的待接种小鼠后

取右卧位，用组织剪在小鼠左侧肋下做一切口，找到

脾脏后顺着脾门找到胰腺，将胰腺充分暴露并摊平，

使用 7-0可吸收缝线将 1 mm3肿瘤小块缝入胰腺组织

上，将小鼠腹部器官归位，逐层缝合腹部。每隔2 d观
察小鼠肿瘤生长情况，记录小鼠体质量。

1.4.4 肿瘤组织块水凝胶粘接法
该方法定义为实验 D组，随机取 5只小鼠。同

1.4.3节方法，用手术剪将由细胞悬液直接注射法获得

的小鼠肿瘤组织剪成 1 mm3的肿瘤组织块待用。接种

时，剪开胰腺包膜约1 mm，将水凝胶浸入壳聚糖溶液

中，将肿瘤组织块置于水凝胶上，将负载肿瘤组织块

的水凝胶粘附于胰腺组织上，按压约 60 s。将小鼠腹

部器官归位，逐层缝合腹部。每隔2 d观察小鼠肿瘤生

长情况，记录小鼠体质量。

1.5 观察指标及方法
1.5.1 手术时长及术后小鼠一般情况

计算从开腹手术开始计时至完全完成关腹的时间，

即手术时长。然后在建模后前2 d，每天观察小鼠的饮

水、进食及活动情况；之后每2 d观察一次，并称量小

鼠体质量。

1.5.2 肿瘤生长和大小测定
于接种后肿瘤生长 16 d时，脱颈处死小鼠，观察

成瘤情况。从各组小鼠胰腺组织中均可找到肉眼可辨

认的肿瘤组织，其质韧，呈灰白色，凸出于胰腺组织

生长。统计各组小鼠的成瘤率。然后剥离移植瘤，用

游标卡尺测量并记录肿瘤最长径（a）和最短径（b）。
肿瘤大小以肿瘤体积（V/mm3）表示，按公式V=a×b2/2
计算。

1.5.3 腹腔脏器粘连程度的分级判定
在文献［9］的基础上改进，设立等级分级法。0级：

完全无粘连。Ⅰ级：胰腺肿瘤组织与内脏组织有点状

或膜状粘连，或肿瘤组织与腹壁或内脏之间有一条粘

连带，分离钳容易分离且无出血。Ⅱ级：胰腺肿瘤组

织与内脏或腹壁间有两条粘连带，可分离且出血少，

内脏器官无损伤。Ⅲ级：胰腺肿瘤组织与内脏或腹壁

间有多于两条的粘连带，分离困难且出血多，内脏器

官外膜及包膜层可出现损伤。Ⅳ级：胰腺肿瘤组织与

其他内脏器官纠集成团，与腹壁粘连紧密，分离很困

难，强行分离可致内脏器官撕裂。0～Ⅱ级为轻度粘

连；Ⅱ～Ⅳ级为重度粘连。

1.5.4 肿瘤转移情况判断
将各组小鼠中除胰腺外的其他脏器（肝、肠、胃、

肾与脾）均分离取出，仔细观察有无转移灶的形成。

1.5.5 HE染色法观察肿瘤组织形态学变化
将取出的肿瘤组织经脱水、包埋、切片后进行HE

染色，然后光学显微镜下观察肿瘤组织病理学形态特

点。具体染色方法参见改良Harris苏木精染色液说明

书，显微镜观察的放大倍数为400倍。

1.5.6 免疫组织化学法检测Ki67和α-SMA表达
将取出的肿瘤组织经常规脱水、包埋、切片后，

采用免疫组织化学法检测Ki67表达水平，以此评估肿

瘤细胞的增殖情况；检测α-SMA表达水平，以此了解

肿瘤间质中肿瘤相关成纤维细胞所占比例。具体按照

免疫组化 SP三步法［10］进行检测；一抗的工作液体

积稀释比例为 1︰150，4 ℃孵育过夜；二抗的工作

液体积稀释比例为 1︰150，37 ℃孵育 30 min；DAB
显色 15 min。选择 10个高倍视野进行半定量结果判

定。细胞不着色记0分，染淡黄色记1分，棕黄色记2
分，棕褐色记 3分。采用 Image J软件评估着色细胞百

分率，并据此判定蛋白表达结果：≤5%为阴性，记 0
分；5%～25%为弱阳性，记 1分；26%～50%为中等

阳性，记 2分；51%～75%为阳性，记 3分；≥75%为

强阳性，记4分。

1.6 统计学分析
采用 SPSS 22.0软件对所有实验数据进行统计分

析。计量结果用-x ± s显示，计数结果用 n（%）表示。

率的比较采用卡方检验。多组间均数比较采用方差分

析，组内两两比较采用LSD-t检验。以P＜0.05（双侧

检验）认为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 原位胰腺癌模型小鼠的手术时长和一般情况
4种手术方法的手术时长记录为表1，其中肿瘤组

织块水凝胶粘接法的手术时间最短（P=0.009）。在建

模手术后第 2天直至第 16天，4组 20只小鼠均可正常

饮水、进食，活动力良好，而且各组小鼠的体质量呈
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现逐渐增加的趋势（图1A）。
2.2 小鼠成瘤率、肿瘤大小

用细胞悬液直接注射（A组）或含基质胶的细胞

悬液注射（B组）后小鼠原位胰腺癌成瘤率分别为

60%与80%，而用肿瘤组织块移植（C组）及肿瘤组织

块水凝胶粘接移植（D组）后小鼠原位胰腺癌成瘤率

均为 100%（表 1）。各组小鼠的剥离肿瘤见图 1B，可

见A组小鼠肿瘤体积大小不一，均质性差；B、C与D
组小鼠肿瘤体积大小接近，均质性较好。另外，A、B
组小鼠肿瘤组织因与周围组织粘连严重，肿瘤组织表

面粗糙；C、D组肿瘤组织表面较光滑。而且D组的肿

瘤组织体积较大（P=0.001），剖开肿瘤切面，可见水

凝胶未完全降解（图 1C）。4组小鼠的肿瘤平均体积

见表1。

2.3 小鼠腹腔脏器粘连程度和肿瘤转移情况
各组小鼠腹腔粘连程度统计见表2。A组小鼠腹腔

重度粘连率为100%，B组小鼠腹腔重度粘连率为80%，
C组与D组均未出现重度腹腔粘连。各组小鼠肿瘤腹

腔转移情况见表 3。A组小鼠转移率最高为 100%，其

中2例为肠系膜转移（图1D），2例为肝转移（图1E），
1例为胃转移；B组小鼠转移率为60%，2例为肝转移，

1例为肠系膜转移；C、D组小鼠未发现转移瘤。

表1 4组小鼠胰腺原位癌成瘤率比较
Table 1 Comparison of tumor formation rate of pancreatic carcinoma in situ among the four groups ofmice
指标
手术平均时间/min, -x±s
原位胰腺癌形成数（率）, n (%)
肿瘤平均体积/mm3, -x±s

A组（n=5）
12.80±2.05
3（60）

47.80±42.99

B组（n=5）
13.20±1.48
4（80）

68.43±16.77

C组（n=5）
12.60±1.14
5（100）

105.86±17.25

D组（n=5）
9.20±2.17
5（100）

128.98±13.41

注：A组采用小鼠胰腺癌Panc02细胞悬液直接注射法；B组采用含基质胶的小鼠胰腺癌Panc02细胞悬液注射法；C组采用小鼠胰腺癌组织块移
植法；D组采用小鼠肿瘤组织块水凝胶粘接法。

注：A图示各组小鼠的体质量变化趋势；B图示各组肿瘤大小形态比较；C图示D组肿瘤切面；D图示A组肿瘤肠系膜转移情况；E图示A组肿
瘤肝转情况。A组采用小鼠胰腺癌Panc02细胞悬液直接注射法；B组采用含基质胶的小鼠胰腺癌Panc02细胞悬液注射法；C组采用小鼠胰腺
癌组织块移植法；D组采用小鼠肿瘤组织块水凝胶粘接法。
图1 各组胰腺癌原位模型小鼠的生长情况及剥离肿瘤情况
Figure 1 Growth and tumor dissection of pancreatic cancer orthotopicmodel mice in each group
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2.4 肿瘤组织形态学特点
HE染色（图 2A）显示 4组小鼠原位胰腺癌的病

理组织形态学特点，发现移植瘤在组织学上无显著差

异。肿瘤细胞均呈现低分化，细胞核不规则且缺乏极

性，核仁多呈分叶状，肿瘤细胞对周围正常胰腺组织

有显著的侵袭性，肿瘤间质具有大量肿瘤相关成纤维

细胞。

免疫组织化学染色（图2A）显示，Ki67与α-SMA

在 4组小鼠肿瘤组织中均呈现阳性表达，提示胰腺癌

细胞增殖活跃、肿瘤间质高度纤维化、侵袭性强等生

物学特点。图2B统计显示Ki67和α-SMA在4组小鼠肿

瘤组织中的相对表达水平无明显差异（PKi67=0.619，
Pα-SMA=0.946），表明上述4种原位胰腺癌建模法所形成

的肿瘤组织均具有胰腺癌生物学特性。

此外，C与D组肿瘤组织中可吸收缝合线及水凝胶

均未被完全降解，在水凝胶局部有轻度的炎性反应。

注：A组采用小鼠胰腺癌Panc02细胞悬液直接注射法；B组采用含基质胶的小鼠胰腺癌Panc02细胞悬液注射法；C组采用小鼠胰腺癌组织块
移植法；D组采用小鼠肿瘤组织块水凝胶粘接法。HE染色图中比例尺大小为50 µm，免疫组织化学染色图中比例尺大小为20 µm。
图2 HE染色法和免疫组织化学法（DAB染色）分别检测各组小鼠原位胰腺癌形态组织特点及Ki67和αα-SMA表达情况
Figure 2 Tumor histomorphology and the expressions of Ki67 and αα-SMA proteins were detected by HE staining and

immunohistochemistry，resp（DAB staining）

表2 各组小鼠肿瘤腹腔粘连等级比较
Table 2 Comparison of abdominal adhesion grade among

the four groups
[n (%)]

粘连等级
0级
Ⅰ级
Ⅱ级
Ⅲ级
Ⅳ级

A组（n=5）
0 (0)
0 (0)
0 (0)
3 (60)
2 (40)

B组（n=5）
0 (0)
0 (0)
1 (20)
3 (60)
1 (20)

C组（n=5）
0 (0)
2 (40)
3 (60)
0 (0)
0 (0)

D组（n=5）
0 (0)
3 (60)
2 (40)
0 (0)
0 (0)

注：A组采用小鼠胰腺癌Panc02细胞悬液直接注射法；B组采用含基
质胶的小鼠胰腺癌Panc02细胞悬液注射法；C组采用小鼠胰腺癌组
织块移植法；D组采用小鼠肿瘤组织块水凝胶粘接法。

表3 各组小鼠腹腔转移情况比较
Table 3 Comparison of intraperitoneal metastasis among

the four groups
[n (%)]

转移脏器
脾脏
肝脏
肠系膜
胃
肾脏

A组（n=5）
0 (0)
2 (40)
2 (40)
1 (20)
0 (0)

B组（n=5）
0 (0)
2 (40)
1 (20)
0 (0)
0 (0)

C组（n=5）
0 (0)
0 (0)
0 (0)
0 (0)
0 (0)

D组（n=5）
0 (0)
0 (0)
0 (0)
0 (0)
0 (0)

注：A组采用小鼠胰腺癌Panc02细胞悬液直接注射法；B组采用含基
质胶的小鼠胰腺癌Panc02细胞悬液注射法；C组采用小鼠胰腺癌组
织块移植法；D组采用小鼠肿瘤组织块水凝胶粘接法。
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3 讨论

局部物理消融对胰腺癌的治疗具有很好的应用前

景，但由于消融后肿瘤复发率偏高，限制了其在临床

肿瘤治疗领域的广泛应用［11-12］。肿瘤原位消融对胰腺

癌模型的要求较高，因其为局部消融，肿瘤应具有良

好的均质性；此外，模型建立过程中所致的种植性转

移可显著影响预后。小鼠原位胰腺癌模型能够为探究

胰腺癌消融治疗效果以及其他治疗方案提供很好的研

究基础。Tan等［13］首先将人胰腺癌细胞株AsPC-1注
射于裸鼠胰腺十二指肠叶，以此建立胰腺癌细胞悬液

的裸鼠原位种植模型。Liu等［14］将人胰腺癌手术标本

剪为成小瘤块，直接种植于BALB/c-nu/nu裸小鼠的胰

腺被膜下。Huynh等［15］利用超声将胰腺癌细胞注入主

胰管建立模型，避免了种植性转移。Tsuji等［16］利用

荧光蛋白标记胰腺癌细胞并注入小鼠胆总管，成功建

立肿瘤模型。前两种方法是目前建立小鼠胰腺癌原位

模型的主要方法，但存在诸多缺陷，如前者易造成人

为的种植性转移，后者则操作复杂、对胰腺损伤较大。

据此，本研究分别探究了肿瘤细胞原位注射法和

肿瘤组织块移植法建立小鼠原位胰腺癌模型的优缺点，

并分析了各种方法在建立过程中遇到的相关问题，提

出了解决方案。肿瘤细胞原位注射法建立模型快速，

操作简单，但由于胰腺包膜极薄，单纯的细胞悬液在

注射及回纳脏器的过程中，细胞悬液容易渗出而影响

建模效果，导致小鼠胰腺癌成瘤率低且易发生转移。

值得注意的是，此处的腹腔转移并非传统意义上的肿

瘤转移，而是由于肿瘤细胞悬液直接注射法易致细胞

外渗引起的种植性转移。因此，在A组小鼠模型中，

腹腔转移率可高达 100%，而成瘤率仅为 60%；此外，

肿瘤大小不均，肿瘤组织与周围组织粘连严重。高发

的腹腔转移严重影响荷瘤小鼠的生存预后。肿瘤大小

不均导致胰腺癌消融治疗效果存在显著差异。肿瘤组

织与周围组织粘连严重，导致消融损伤正常组织，引

起荷瘤小鼠的预后差异，影响胰腺癌消融治疗效果的

可靠性。总之，低成瘤率和高发的腹腔转移主要是因

为胰腺组织包膜极薄，且周围有许多实质性器官和血

管，关腹时发生的挤压导致Panc02细胞混悬液流入腹

腔，容易形成种植性的播散转移。

本研究对单纯细胞悬液注射方法进行了改进，即

把基质胶加入 Panc02细胞混悬液后注射入小鼠胰腺，

建立原位胰腺癌模型。采用此方法后，胰腺癌成瘤率

提升至 80%，转移率减少至 60%，形成的肿瘤均质性

较好，但仍与周围组织粘连严重，重度粘连率高达

80%。由于胰腺位置深、周围有许多重要器官和大血

管等解剖特点，手术后易发生腹腔内组织器官粘连。

而常见的热消融、非热消融（纳米刀）在局部肿瘤消

融过程中释放热辐射以及高压脉冲电场，均会对正常

组织器官造成严重损伤，因此在实验过程中，常需将

负荷肿瘤组织的胰腺分离迁出腹腔进行消融治疗。所

以，以探究肿瘤原位消融疗效为目的建立原位胰腺癌

模型时，避免腹腔内组织器官粘连就显得极为重要。

肿瘤组织块移植法是先建立小鼠胰腺癌原位移植

瘤，小鼠成瘤后剥离出肿瘤组织，剪成 1 mm3大小的

组织块，然后缝合于胰尾被膜上。本研究中，采用此

方法的成瘤率高，且短时间内无转移，肿瘤均质性良

好，粘连较轻，但仍存在一定程度的粘连，II级粘连

可达 60%。整体而言，肿瘤组织块移植法是建立小鼠

胰腺癌原位模型较好的方案。

生物水凝胶材料是近年来极具潜力的医用生物材

料，被广泛应用于生物医学领域［17-18］。本研究采用强

韧的聚丙烯酰胺-海藻酸钙双网络水凝胶将肿瘤组织粘

接于胰腺上，此方法不需缝合，手术时间短，腹腔暴

露时间短，且壳聚糖具有一定的防粘连作用，腹腔粘

连显著减轻。因此，这种建模方法具有成瘤率高、粘

连少、无转移及肿瘤大小均一的优点，是建立原位胰

腺癌模型较理想的方案。但是本研究中水凝胶在 16 d
内不能完全降解，导致肿瘤组织局部发生慢性炎性反

应。因此，在开展肿瘤微环境的相关研究时应慎用该

方法，或需严格做好对照。未来研发具有降解速度快、

防粘连、可减轻炎性反应的新型生物水凝胶材料有望

为高效建立原位胰腺癌模型提供有效辅助。

综上所述，肿瘤细胞悬液直接注射法、含基质胶

的肿瘤细胞悬液注射法、肿瘤组织块移植法和肿瘤组

织块水凝胶粘接法建立的小鼠原位胰腺癌在病理组织

学上均无显著差异，肿瘤细胞具有相似的生物学行为，

且符合人类胰腺癌的生物学特性。其中肿瘤组织块移

植法及水凝胶粘接法所形成的移植瘤并未改变肿瘤细

胞的生物学特性，且其成瘤率高，转移少，粘连程度

轻，易于操作和普及，为探究胰腺癌物理消融效果提

供了较理想的建模方案，也可广泛应用于胰腺癌其他

治疗方案的相关研究。
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利格列汀对2型糖尿病大鼠肾组织纤维化过程中骨
膜蛋白及转化生长因子-ββ1的影响
弓慧杰1,2, 张光明2

(1. 四川省成都市新都区人民医院内分泌肾病血液内科, 成都 610500; 2. 西南医科大学病理生理研究室, 泸州

646000)

[摘要] 目的 通过观察利格列汀对2型糖尿病大鼠肾组织纤维化过程中骨膜蛋白（periostin）及转化生长因子-β1
（transforming growth factor-β1，TGF-β1）的影响，探讨利格列汀治疗糖尿病肾病患者的抗炎、抗纤维化等保护机
制。方法 24只SD大鼠采用腹腔注射链脲佐菌素的方式建立2型糖尿病大鼠模型，另取12只SD大鼠注射等剂量
的柠檬酸缓冲液作为对照组。糖尿病模型大鼠分为模型组及治疗组。治疗组大鼠予以利格列汀（10 mg•kg-1•d-1）持
续灌胃12周，其他2组予以等量生理盐水灌胃。12周后取材，HE染色和Masson染色法观察肾组织病理学变化，分
别采用免疫组织化学法和RT-PCR法检测各组大鼠肾组织中骨膜蛋白和TGF-β1蛋白及mRNA的表达水平。结果 与
对照组相比，模型组大鼠的肾间质有大量被深染为蓝色的炎性细胞浸润，治疗组则有较少的炎性细胞浸润；模型组
的肾间质纤维含量比对照组增多，而治疗组的纤维化不明显。与对照组相比，模型组大鼠的肾脏组织中骨膜蛋白和
TGF-β1蛋白表达水平及mRNA含量均明显升高（P＜0.05）；与模型组相比，治疗组大鼠的肾脏组织中骨膜蛋白和
TGF-β1蛋白表达水平及mRNA含量均明显降低（P＜0.05）。结论 利格列汀可通过抑制2型糖尿病大鼠肾脏组织中
TGF-β1的过表达，下调骨膜蛋白表达，减缓肾组织纤维化进程。
[关键词] 利格列汀；糖尿病肾病；肾脏纤维化；骨膜蛋白；转化生长因子-β1；大鼠
[中图分类号] Q95-33；R-332 [文献标志码]A [文章编号] 1674-5817（2022）02-0135-06

Effects of Inagliptin on the Expression of Periosteal and TGF-β1 in Renal
Fibrosis of Type 2Diabetic Rats
GONGHuijie1,2, ZHANGGuangming2

(1. Department of Endocrinology, Nephropathy and Hematology, Chengdu Xindu District People's Hospital,
Chengdu 610500, China; 2. Department of Pathophysiology, Southwest Medical University, Luzhou 646000,
China)
Correspondence to: ZHANG Guangming, E-mail: 770930017@qq.com

[ABSTRACT] Objective To analyze the effect of linagliptin on the expression of periostin and
transforming growth factor-β1 (TGF-β1) in the process of renal tissue fibrosis in type 2 diabetic rats, and
explore the anti-inflammatory and anti-fibrotic protective mechanism of linagliptin on diabetic
nephropathy. Methods Totally twenty-four SD rats were injected with streptozotocin in intraperitoneal to
replicate the type 2 diabetes rats, and another 12 SD rats were injected with the same dosage of citrate
buffer as the control group. The type 2 diabetic rats were randomly divided into two groups: model group
and treatment group. The rats in the treatment group were continuously given liggliptin (10 mg•kg-1•d-1) for
12 weeks, and the other two groups were given the same amount of normal saline. The pathological
changes of renal were observed by HE staining and Masson staining. Immunohistochemistry and RT-PCR
were used to detect the expressions of periostin and TGF-β1 protein and mRNA levels in kidney tissues of
rats, respectively. Results HE staining showed that compared with the control group, there were a large
number of inflammatory cells in the renal stroma in the model group, while there were less inflammatory

DOI:10.12300/j.issn.1674-5817.2021.093 ·人类疾病动物模型·
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cells in the treatment group. Messon staining showed that compared with the control group, there were
more collagen fibers in renal interstitial in the model group, while the collagen fibers in the treatment group
was not obvious. Immunohistochemistry and RT-PCR showed that compared with control group, the
protein and mRNA expressions of periostin and TGF- β1 in rat renal in model group were significantly
increased (P < 0.05), while they were decreased in treatment group (P < 0.05). Conclusion Inagliptin
maybe reduce the protein expression of periostin by inhibiting the overexpression of TGF-β1 in the kidney
of type 2 diabetic rats, and slow down the progression of renal fibrosis.
[Key words] Inagliptin; Diabetic nephropathy; Renal fibrosis; Periostin; Transforming growth factor-ββ1;

Rats

糖尿病肾病（diabetic nephropathy，DN）是糖尿病

最常见、最严重的微血管并发症，其主要表现为肾脏

纤维化，最终发展为终末期肾病，是导致慢性肾功能

衰竭的主要原因之一［1］。肾脏纤维化的病理生理变化

是肾脏固有细胞被大量细胞外基质取代，分泌大量炎

性介质及细胞因子，从而破坏肾脏正常结构［1］。骨膜

蛋白（periostin）是一种细胞外基质蛋白，研究发现在

侵袭、迁移及黏附能力明显提高的细胞内其表达水平

明显升高［2］。另外在以机体组织纤维化及迁移为特点

的病理生理过程中，骨膜蛋白通过对胶原蛋白的调节，

参与肾脏纤维化［3］。转化生长因子-β1（transforming
growth factor-β1，TGF-β1）是引起肾脏损伤的重要炎

性因子之一，也是单核巨噬细胞等分泌的具有多种生

物学功能的细胞因子，在肾脏纤维化进展过程中发挥

重要的促进作用。利格列汀（Inagliptin）是一种二肽

基肽酶4（dipeptidyl peptidase-4，DPP-4）抑制剂，通

过高效地选择性抑制DPP-4来调节血糖，具有一定的

肾脏保护作用［4］。本实验以 2型糖尿病大鼠为研究对

象，观察肾组织纤维化过程中骨膜蛋白和 TGF-β1的
表达变化，以及利格列汀是否会影响这两个指标的表

达水平，为治疗糖尿病肾病提供新的实验依据。

1 材料与方法

1.1 实验材料
1.1.1 实验动物

雄性SD大鼠36只，体质量为230～250 g，由西南

医科大学实验动物中心［SCXK（川） 2018-17］提供，

动物质量合格证号为川医动字第2401115，饲养于西南

医科大学实验动物中心［SYXK（川） 2018-065］的屏

障环境。动物实验经西南大学动物福利伦理委员会审

查批准（文号：IACUC2018001592）。
1.1.2 实验仪器

微型凝胶电泳仪（日本Mupid公司），全光谱酶标

读数仪（10-240 VAC，美国 Thermo公司），紫外分光

光度计（JC-UT2000型，成都光学仪器厂），凝胶图像

扫描系统（Tannon 2500型，美国BioRad公司），光学

显微镜（AX-72型，日本Olympus光学仪器公司）。

1.1.3 主要试剂
利格列汀片（欧唐宁®，批号 H20130865，美国

Eli Lilly and Company公司），TRIzol试剂盒及RT-PCR
试剂盒（成都市博瑞克生物技术有限公司），链脲佐菌

素（streptozotocin，STZ）（美国Sigma公司），ELISA试
剂盒（上海西唐生物科技有限公司），SP免疫组化检

测试剂盒（泉州市睿信生物科技有限公司）。

1.2 实验方法
1.2.1 糖尿病大鼠模型建立及分组

24只大鼠禁食不禁水 12 h后，称其体质量并腹腔

注射 60 mg/kg的 STZ，建立糖尿病模型。另外 12只 SD
大鼠注射等剂量的柠檬酸缓冲液，作为对照组。注射

STZ的大鼠 48 h后尾静脉取血，测空腹血糖水平，血

糖浓度≥16.7 mmol/L的大鼠确定为造模成功。24只大

鼠均造模成功。将造模成功的大鼠随机分为糖尿病模

型组及治疗组，每组各12只。治疗组大鼠予以利格列

汀（10 mg•kg-1•d-1）持续灌胃12周，模型组及对照组

予以等剂量的生理盐水（即0.9% NaCl溶液）灌胃相同

时间。实验期间各组大鼠均给予普通饲料喂养，12周
后3组大鼠腹腔注射戊巴比妥钠50 mg/kg麻醉，开腹取

肾脏备用。

1.2.2 肾脏切片HE染色观察
将大鼠肾脏组织用4%甲醛溶液固定2～3 h后包埋

并切片；切片置入苏木精染液中5 min，自来水充分清

洗后置于1%的盐酸乙醇溶液中分化数秒，用自来水冲

洗；再次将切片置入伊红染液中染色 5 min，充分清

洗；再次将切片置于梯度乙醇溶液及无水乙醇中脱水

5 min，放入二甲苯中透明 5 min后，用树胶封固。光

学显微镜（100倍、200倍）下观察，拍照。
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1.2.3 RT-PCR检测肾脏组织中骨膜蛋白和TGF-β1
mRNA转录水平

依据 TRIzol试剂盒说明书提取各组大鼠肾脏组织

中RNA，琼脂糖凝胶电泳检测RNA完整性，然后采用

紫外分光光度法测定RNA的纯度和浓度。采用反转录

试剂盒将总 RNA进行反转录，分别得到模板单链

cDNA后进行PCR反应。骨膜蛋白上游引物序列为 5'-
GCTGGCACCTGTGAATA-3'，下游引物序列为 5'-
TCTCCCTTGCTTACTCC-3'，目标产物长度为 252 bp；
TGF- β1 基因上游引物序列为 5'-TGGAAACGACC
TTCTATGACGATG -3'，下游引物序列为 5'-TGATGT
GCCCGTTGCTGGAC-3'，目标产物长度为 195 bp。
GAPDH上游引物序列为 5'-CAACTCCCTCAAGATTGT
CAGCAA-3'，下游引物序列为 5'-GGCATGGACTGTG
GTCATGA-3'，目标产物长度为 207 bp。PCR反应体

系：dNTP原料混合液10 µL，转录酶0.5 µL，RT-PCR
增强剂 0.25 µL，模板 cDNA 5 µL，上下游引物各

1 µL，无核酸酶水 2.25 µL。反应条件：94 ℃ 30 s变
性，50 ℃ 10 s退火，70 ℃ 30 s延伸，35个循环。反应

后的产物经琼脂糖凝胶电泳，分离目的条带，拍照。

最终结果以目的基因与内参GAPDH光密度的比值表示

骨膜蛋白、TGF-β1的mRNA转录情况。

1.2.4 免疫组织化学法检测肾脏组织中骨膜蛋白
和TGF-β1蛋白表达

将大鼠肾脏组织制作切片标本，然后用磷酸缓冲

盐溶液清洗，冷丙酮 4 ℃固定 15 min后，再次磷酸缓

冲盐溶液漂洗；3%去离子水室温孵育15 min后血清封

闭，37 ℃孵育 15 min，加入兔抗鼠骨膜蛋白一抗或马

抗鼠 TGF-β1一抗（工作液体积稀释比例分别为 1︰
200、1︰100），37 ℃孵育 2 h；磷酸缓冲盐溶液漂洗，

加入山羊抗兔二抗或兔抗马二抗（工作液体积稀释比

例分别为1︰50、1︰100），37 ℃孵育1 h；磷酸缓冲盐

溶液漂洗，加DAB显色剂显色。光学显微镜（400倍）
下选取 30个随机视野，摄影，然后使用 IPP软件分析

平均积分光密度（integral optical density，IOD），以此

反映骨膜蛋白和TGF-β1蛋白的含量。

1.3 统计方法
采用统计软件SPSS 22.0进行结果分析。各实验的

检测结果数据均用-x ± s表示。多组间比较采用单因素

方差分析，组内两两比较采用LSD-t检验。以P＜0.05
表示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 利格列汀抑制糖尿病模型大鼠的肾组织纤
维化

HE染色后光学显微镜下观察结果（图 1）显示，

对照组大鼠的肾小球分布相对密集，大部分呈椭圆形，

外周光滑；血管球内毛细血管分布也密集；肾小管的

管腔光滑、规整。与对照组比较，糖尿病模型组大鼠

的肾皮质内小叶间动脉、入球小动脉、弓形动脉的管

注：上下两行图片中比例尺大小分别为10 µm和20 µm。
图1 HE染色显示各组大鼠肾脏组织病理学特征（×100，×200）
Figure 1 The pathological characteristics in renal interstitium of rats detected by HE staining（×100，×200）
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壁明显增厚，管腔明显变小；细胞外基质增多；有大

量染色较深且核质比例相对较大的炎性细胞浸润，肾

小管明显扩展；肾小球出现萎缩，纤维化明显。治疗

组较模型组的纤维化病变明显减轻。

2.2 利格列汀抑制糖尿病模型大鼠的肾小管间质
病变

Masson染色结果显示，肾脏胶原着色主要位于

Bowman囊、肾小球基底膜和肾小管微小血管周围。与

对照组相比，糖尿病模型组大鼠的肾间质宽度增加，

系膜基质增生，肾小管管腔扩张，肾间质深蓝色胶原

沉积显著。治疗组大鼠的肾小管间质病变明显轻于模

型组（图2）。
2.3 利格列汀下调糖尿病模型大鼠肾脏组织中骨
膜蛋白和TGF-β1mRNA转录

RT-PCR检测结果显示，与对照组相比，糖尿病

模型组大鼠肾脏组织中骨膜蛋白和TGF-β1 mRNA表达

水平显著升高，差异有统计学意义（P=0.031 5）；与糖

尿病模型组比较，治疗组糖尿病大鼠肾脏组织中骨膜

蛋白和TGF-β1 mRNA表达水平明显下降，差异有显著

的统计学意义（P=0.007 2）（图3）。

注：上下两行图片中比例尺大小分别为10 µm和20 µm。
图2 Masson染色显示各组大鼠肾组织（×100，×200）
Figure 2 The pathological characteristics in renal interstitium of rats detected byMasson staining（×100，×200）

注：TGF-β1即转化生长因子-β1。每组大鼠12只，与对照组相比，*P<0.05，**P<0.01；与模型组相比#P<0.05，##P<0.01。
图3 RT-PCR法检测各组大鼠肾脏组织中骨膜蛋白和TGF-β1 mRNA表达
Figure 3 The expressions of periostin and TGF-β1 mRNA of in renal renal interstitium of rats detected by RT-PCR
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2.4 利格列汀下调糖尿病模型大鼠肾脏组织中骨
膜蛋白和TGF-β1蛋白表达

免疫组织化学法检测结果（图4）显示，与对照组

相比，糖尿病模型组大鼠肾脏组织中骨膜蛋白和TGF-

β1表达水平偏高，差异有统计学意义（P=0.003 8）；
与糖尿病模型组相比，治疗组糖尿病大鼠肾脏组织中

骨膜蛋白和 TGF-β1表达水平明显下调，差异有统计

学意义（P=0.037 0）。

3 讨论

糖尿病肾病是糖尿病晚期出现的一种严重的微血

管并发症，是临床上糖尿病患者主要的死亡原因之一，

患者死亡率远大于其他慢性肾脏病患者。肾脏纤维化

是糖尿病肾病进展的主要特征，其表现为肾脏本身实

质细胞合成细胞外基质增多。研究发现，肾脏纤维化

进展与肾素-血管紧张素-醛固酮系统、炎性反应及氧

化应激密切相关，其中 TFG-β1对信号转导发挥着重

要作用［5］。因此，TGF-β1及其下游的调节因子作为

抗纤维化治疗的有效靶标，受到越来越多的关注［6］。
TGF-β1是一种具有多项调节功能的纤维形成生长因

子，可诱导肾脏血管内皮细胞向肌成纤维细胞转分化，

在肾脏纤维化过程中起到关键决定性作用［7］。推测

TGF-β1是糖尿病肾病纤维化过程中的核心因子，可通

过促进肾脏实质细胞外基质蛋白的分泌合成并抑制降

解，诱导肾脏实质细胞发生炎性反应，加速糖尿病肾

病的发展。因此，研究糖尿病肾病纤维化进展机制并

开发有效的阻断药物，成为了目前迫切需要探讨的研

究内容之一。

骨膜蛋白作为一种细胞外基质蛋白，可以通过整

联蛋白受体产生粘附作用，并与多种胶原蛋白结合，

促进Ⅰ型胶原蛋白、Ⅴ型胶原蛋白、肝素黏连蛋白等

的分泌及成熟，参与糖尿病肾病纤维化［8］。骨膜蛋白

是早期肾病肾小管损伤的敏感性生物标志物，并且与

糖尿病肾病的并发症关系密切［9］。有文献报告，受到

损伤的急性肾小管上皮细胞中骨膜蛋白处于高表达状

态，Ⅰ型、Ⅲ胶原蛋白表达增加，推测骨膜蛋白可能

通过某种途径参与了Ⅲ胶原蛋白形成［11］；然而这一结

论还需要通过后续的体内外实验进行验证，例如将骨

膜蛋白基因沉默质粒转染至糖尿病肾病大鼠肾小管上

皮细胞，探讨骨膜蛋白调控Ⅲ胶原蛋白的病理生理学

机制。另外，推测 TGF-β1作为糖尿病肾病纤维化过

程中的核心因子，可能通过正相关调控骨膜蛋白的表

达水平，加速糖尿病肾病进展。本实验结果证实，在

糖尿病模型组中TGF-β1和骨膜蛋白及其mRNA表达水

平均明显升高（P＜0.05），提示两个指标之间有一定

的相关性。

注：TGF-β1即转化生长因子-β1。每组大鼠12只，与对照组相比，*P<0.05，**P<0.01；与模型组相比#P<0.05，##P<0.01。比例尺=5 µm。
图4 免疫组织化学法检测各组大鼠肾组织骨膜蛋白和TGF-β1的表达变化（DAB染色，×400）
Figure 4 The expressions of periostin and TGF-β1 protein in renal renal interstitium of rats detected by

immunohistochemistry（DAB，×400）
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利格列汀是一种治疗2型糖尿病的药物，其作用模

式是抑制胰高血糖素样肽 1（glucagon-like peptide-1，
GLP-1）代谢。GLP-1是一种肠促胰素，具有葡萄糖

浓度依赖性。利格列汀还可以抑制胰高血糖素的释

放［11］。另外，利格列汀是一种DPP-4抑制剂，可能是

治疗2型糖尿病肾病的一种潜在的新型药物［12］。有文

献报告，在糖尿病小鼠动物实验中，DPP-4治疗后

TGF-β1水平较对照组明显下降，说明在2型糖尿病大

鼠实验中利格列汀不仅可以改善早期糖尿病肾病的血

糖水平，而且还有保护肾脏功能及调节机体炎性状态

的作用，在早期糖尿病肾病的病情控制中发挥着重要

作用［13］。本实验结果表明，糖尿病肾病大鼠经利格列

汀干预后骨膜蛋白及 TGF-β1表达均明显下调，对肾

脏纤维化有一定保护作用，这与文献［13］的研究结果

一致。

综上所述，本实验中糖尿病模型组大鼠骨膜蛋白

及TGF-β1均处于高表达状态，而经利格列汀治疗后，

骨膜蛋白和TGF-β1蛋白表达及mRNA转录水平均明显

下降。结合本实验结果推断，腹腔注射利格列汀可下

调糖尿病小鼠肾脏中 TGF-β1水平，从而促进骨膜蛋

白降解，延缓糖尿病肾脏纤维化的发生与发展。本研

究结果提示，TGF-β1可能是一个重要的调控因子，可

能成为治疗糖尿病肾病进展的作用靶点，为糖尿病肾

病纤维化的预防和治疗提供了新的思路。
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花生四烯酸诱导建立大鼠弥漫性脑血栓模型
宁 珑, 孙 航, 冯 晋, 孟庆婷, 杨 茜, 何芳雁

(云南中医药大学中药学院, 昆明 650000)

[摘要] 目的 建立并优化花生四烯酸诱导的大鼠弥漫性脑血栓模型。方法 经颈内动脉注射花生四烯酸，建立大
鼠弥漫性脑血栓模型；同时设定假手术组作为对照。通过检测脑组织中伊文思蓝（Evans blue，EB）渗出含量以及
HE染色法检测脑组织病理损伤程度评价建模效果。结果 与假手术组相比，模型组大鼠损伤侧脑组织中均出现弥
漫性EB渗出（P＜0.01），且渗出情况均一性较佳。损伤侧脑组织病理表现为细胞排列混乱，细胞核皱缩，细胞间
隙增大，空泡细胞增多，个别微血管呈红色条形管型的缺血病理损伤。结论 花生四烯酸可成功诱导弥漫性脑血栓
模型，且优化方法后模型稳定性较好，死亡率较低。
[关键词] 弥漫性脑血栓；花生四烯酸；大鼠
[中图分类号] Q95-33；R-332 [文献标志码]A [文章编号] 1674-5817（2022）02-0141-05

Model of Diffuse Cerebral Thrombosis Induced by Arachidonic Acid in

Rats

NINGLong, SUNHang, FENG Jin,MENGQingting, YANGQian, HE Fangyan
(School of Chinese Material Medicine, Yunnan University of Chinese Medicine, Kunming 650000, China)
Correspondence to: HE Fangyan, E-mail: 735137511@qq.com

[ABSTRACT] Objective Establishment and optimization of arachidonic acid-induced diffuse cerebral
thrombosis model in rats. Methods Arachidonic acid was injected into the internal carotid artery to
establish a diffuse cerebral thrombosis model in rats, while the sham operation group was set as the
control. The model was evaluated by detecting the exudate content of Evans blue (EB) in brain tissue and
the pathological damage degree of brain tissue by HE staining. Results Compared with the sham
operation group, diffuse EB exudation was observed in the injured brain tissue of the model group (P < 0.01),
and the exudation was relatively uniform. The HE staining of brain tissue on the side of the injury showed
ischemic pathological damage with disorganized cell arrangement, wrinkled nuclei, enlarged cell gaps,
increased vacuolated cells, and red striped tubular shape of each individual microvessel. Conclusion
Arachidonic acid can successfully induce diffuse cerebral thrombosis model, and the optimized model has
better stability and lower mortality.

[Keywords] Diffuse cerebral thrombosis; Arachidonic Acid; Rats

缺血性脑卒中（ischemic stroke）是我国脑血管疾

病中发病率最高的病种。虽然在时间窗内（<4.5 h）使

用 组 织 纤 维 溶 酶 原 激 活 物 （tissue-plasminogen
activator，t-PA）溶栓可改善大部分缺血性脑卒中患者

的预后［1］，但会增加患者出血转化 （hemorrhagic
transformation）的风险；如超时间窗使用，其风险将增

加10倍，死亡率提高10%～40％［2］。由于缺血性脑卒

中临床病情复杂，临床前研究需根据病因、缺血时间

及损伤程度等选择适合的缺血性脑卒中模型，同时还

须考虑模型的稳定性、可靠性、易行性、经济性等特

征。临床弥漫性脑血栓是造成缺血性脑卒中的主要原

因之一。

1988年 Cahn等［3］利用花生四烯酸（arachidonic
acid）诱导血小板活化与聚集、血管内皮损伤，其在体
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内可代谢为血栓素A2、白三烯等多种产物，使血栓素

A2与前列腺素 I2的比例失衡，促使血小板聚集、血管

收缩，形成脑血栓；并且在花生四烯酸引起的脑血栓

损伤后几分钟内即可发生血管源性脑水肿和血脑屏障

损伤［4］。因此，通过该方法可以建立操作简单、手术

时间短、对实验动物创伤程度低的大鼠弥漫性脑血栓

模型。然而由于当时的操作细节不够完善，例如手术

切口不合理、未规定花生四烯酸的保存方式、麻醉药

物选用不合适等原因，该模型复制的稳定性差、死亡

率高，限制了推广应用。

本实验总结了通过颈内动脉注射花生四烯酸建立

大鼠弥漫性脑血栓模型的操作要点，完善操作细节，

并以脑组织伊文思蓝（Evans blue，EB）渗出含量及缺

血病理损伤程度为依据，对模型的成功率及稳定性进

行评价。

1 材料与方法

1.1 实验动物
4～8周龄的 SPF级雄性 SD大鼠 24只，体质量为

250～300 g，由湖南斯莱克景达实验动物有限公司提

供 ［SCXK （湘） 2019-0004］，质量合格证号为

430727210100499718。动物饲养于云南中医药大学动

物实验室 ［SYXK（滇）K2017-0005］，饲养室温度为

20～25 ℃，相对湿度为 50%～65%，日光灯照明 12 h，
自由进食与饮水。动物实验方案经本单位实验动物伦

理委员会审批通过（编号R-062019LH001）。
1.2 药物与试剂

花生四烯酸（批号XKN3C-JG）购自东京化成工

业株式会社；阿托品（批号 130404）购自上海禾丰制

药有限公司；多聚甲醛（批号 20100525）购自天津化

学试剂研究所；异氟烷（批号217180101）购自深圳市

瑞沃德生命科技与限公司；肝素钠注射液（批号

151607006A）购自常州千红生化制药股份有限公司；

EB（批号 L04D11J133367）购自上海源叶生物科技有

限公司；苏木精（批号 1612154094）、伊红（批号

1612154094）均购自福州迈新生物技术开发有限公司；

盐酸（批号 20081215）购自成都市科龙化工试剂厂；

中性树胶（批号20150202）购自上海标本模型厂。

1.3 主要仪器
石蜡包埋机（型号HISTOSTATS）和石蜡切片机

（型号Microm HM）为赛默飞世尔科技（中国）有限公

司产品；显微镜（型号Nikon DS-U3）为日本NIKON
公司产品；数字式超级恒温浴槽（型号 IISS-1B）为成

都仪器厂产品；烘箱（型号DHG-9140A）为上海慧泰

仪器制造有限公司产品；电子分析天平（型号AB204-
S）为瑞士Mettler Toledo公司产品；小动物麻醉机（型

号V1824301）为美国Marex公司产品。

1.4 花生四烯酸的配制及保持方法
向规格为 50 mg/支的花生四烯酸中加入 10 mL浓

度为 100 mmol/L的 Na2CO3，分装后冲氮气密封保存

于－80 ℃冰箱备用；使用前用生理盐水（即0.9% NaCl
溶液）将花生四烯酸稀释到质量浓度为 0.5 g/L，现用

现配。

1.5 大鼠弥漫性脑血栓模型复制
将大鼠随机分为假手术组和模型组，每组 12只

（一半用于EB染色，一半用于HE染色）。用异氟烷吸

入麻醉，并肌内注射治疗剂量的阿托品。使右侧颈部

皮下筋膜暴露，钝性分离右侧颈总动脉、颈外动脉，

并结扎颈外动脉分支和颈总动脉近心端，在其远心端用

动脉夹夹紧，显微剪在颈总动脉游离端剪一个小口，插

入导管，去除动脉夹。将0.5 mg/kg花生四烯酸（0.1 mL/
100 g体质量）经导管（使用前先经肝素-生理盐水抗

凝处理）注入颈总动脉，后结扎远心端动脉，进行缝

合。实验过程中使大鼠仰卧于加热垫上，保持肛温恒

定在37 ℃［3，5］。假手术组钝性分离右侧颈总动脉、颈

外动脉后即可进行缝合，不注入任何药物。

1.6 脑组织中EB含量测定
注入花生四烯酸后 5 min立即注入 0.2%（0.5 mL/

100 g体质量） EB，再过 5 min后立即用手术剪断头处

死动物，开颅取出大脑，脑组织沿脑桥上界面切断，

去除嗅球。按图1所示，在脑前极与视交叉连线中点、

视交叉处、漏斗柄处以及漏斗柄与后叶尾极之间冠状

方向将脑分为 5块组织。拍照后将脑组织放入匀浆器

中，加入 5 mL 0.5% Na2SO4及丙酮（3︰7）混合液制

成匀浆液，试管密封静置 60 min以上；经 3 000 r/min
离心10 min，取上清液在620 nm波长处测定吸光度值。

以栓塞侧的吸光度值与脑质量之比表示EB的含量，反

映脑血栓的严重程度。

1.7 HE染色观察脑组织病理改变
按 1.6节方法取脑、切块后，4%多聚甲醛溶液固

定过夜。次日将第2、3、4片脑组织放入镂空铝盒中，

以流动的水浸泡 2 h以上，依次经过梯度乙醇溶液脱

水、二甲苯透明、浸泡石蜡，然后进行组织包埋及切
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片。石蜡切片在59～62 ℃烤箱内烘烤20 min后，进行

常规脱蜡复水，依次为二甲苯1、二甲苯2、无水乙醇

1、无水乙醇 2、95%乙醇溶液、90%乙醇溶液、80%
乙醇溶液、70%乙醇溶液、自来水浸泡5 min。复水后

的脑组织经苏木精染色 5 min，用流动水冲洗 10 min
后，1%盐酸乙醇溶液分化。再用流动的水冲洗 10
min，使用伊红染色25～35 s，梯度乙醇溶液脱水后中

性树胶封固。最后用光学显微镜观察，并拍照。

1.8 统计分析
采用SPSS 26软件进行数据统计分析。结果数据均

用 x̄ ± s表示，组间比较采用独立样本均数 t检验。以

P＜0.05认为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 弥漫性脑血栓模型大鼠脑组织渗出EB含量
增多

建模过程中两组大鼠均未见死亡。与假手术组大

鼠的脑组织中 EB含量 （0.16±0.03 µg/g）比较，经

花生四烯酸经颈内动脉注射建立的弥漫性脑血栓

模型组大鼠缺血侧的 EB含量（0.25±0.10 µg/g）明

显升高，差异有统计学意义（n=6，P＜0.01）。两组大

鼠脑组织经EB染色后的拍照结果见图2。

2.2 弥漫性脑血栓模型大鼠脑组织病理学变化
HE染色结果显示，假手术组大鼠的脑组织细胞排

列整齐，细胞间隙均匀，细胞形态完整，神经元形态

完整，微血管腔无阻塞；与假手术组相比，模型组大

鼠的脑组织细胞排列混乱，细胞间隙增大，细胞核皱

缩，空泡细胞增多，神经细胞出现凋亡，个别微血管

呈红色条形的管型。图 3是各组随机选 3只大鼠的HE
染色结果。

注：MCA为大脑中动脉，ACA为大脑前动脉，PCA为大脑后动脉，
ICA为颈内动脉，ECA为颈外动脉，CCA为颈总动脉，BA为基底动

脉；1、2、3、4表示脑组织分割线。
图1 大鼠弥漫性脑血栓模型的脑组织冠状切块示意图
Figure 1 Coronal slices of brain tissue in rats with diffuse

cerebral thrombosis

注：每组6只大鼠，每只大鼠的脑组织分别在脑前极与视交叉连线中点、视交叉处、漏斗柄处以及漏斗柄与后叶尾极之间冠状方向分割成5块
（自上而下）进行EB染色。
图2 弥漫性脑血栓模型大鼠脑组织的依文思蓝染色结果
Figure 2 Evans blue（EB）staining images of brain tissue in rats with diffuse cerebral thrombosis
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3 讨论
EB为偶氮基荧光染料，进入血液后与血浆白蛋白

高度结合，正常情况下该结合物无法透过血脑屏障；

当血脑屏障被破坏时，通透性升高，该结合物方可透

过血脑屏障进入脑组织。脑损伤程度与血脑屏障通透

性呈正相关，损伤越严重，血脑屏障的通透性越高，

即EB透过的量越多，染蓝程度越深。因此检测脑组织

中EB渗出的含量可判断脑损伤的程度［6-7］。HE染色

为经典的组织病理检查方法［8］，操作简单，结果可

靠，其中伊红染料可使不同形态的细胞因其成分不同

呈现出深浅不一的粉红色［9-10］。缺血性脑卒中发生后，

脑组织细胞质浓缩红染；神经细胞出现凋亡，排列紊

乱，数量减少；细胞核皱缩、碎裂；微血管呈红色条

管型；细胞肿胀，可见胶质水肿，并出现凋亡，形成

大量空泡细胞［11-12］。
相较于经典方法［3］，本研究有以下创新之处：

（1）规定进行右侧切口，较正中切口更便于颈总动脉、

颈外动脉的分离，减少动物出血和对气管的刺激，避

免气管痉挛和过多分泌物的产生，减少动物死亡

率［5］。而且左侧迷走神经直接分布于心脏，进行手术

将影响心脏功能，于右侧操作可减少不必要的脑外因

素。（2）改进动物麻醉方式，采用异氟烷吸入麻醉代

替戊巴比妥钠麻醉，避免动脉收缩压和平均动脉压升

高而造成动物心率降低，并在术中、术后对动物进行

保温，减轻呼吸及心脏功能抑制，降低死亡率。（3）
改进花生四烯酸的保存方式，将花生四烯酸充氮气密

封存于－80 ℃冰箱，造模液（花生四烯酸-生理盐水）

现用现配，提高花生四烯酸的稳定性。（4）规范造模

方式，用7～8周龄（体质量为250～300 g）的雄性SD
大鼠实施手术。（5）用肝素-生理盐水对手术引导管进

行抗凝处理，防止血凝块阻塞引导管。

本实验结果显示，较假手术组，模型大鼠缺血侧

出现弥漫性EB渗出量明显增加（P＜0.01）；且缺血侧

脑组织细胞排列紊乱，部分皱缩，染色加深，空泡细

胞增多，神经细胞出现凋亡。结果提示缺血侧血脑屏

障被破坏，大鼠弥漫性脑血栓模型复制成功，且模型

大鼠死亡率低、稳定性好。

目前临床脑血栓的发生受多因素、多途径诱导，

血管内皮细胞损伤与收缩、血小板活化与聚集、纤维

蛋白凝固、血管壁炎性反应、斑块的不稳定性增加、

斑块破裂、局部栓子形成等都与脑血栓的形成密切相

关［13］。因此，用花生四烯酸诱导建立脑血栓模型适用

于由血小板活化与聚集、血管内皮损伤导致的血栓栓

塞性相关疾病的研究。

注：各组分别显示3只大鼠的HE染色结果。图中红色虚心箭头指示血管，红色实心箭头指示空泡细胞，黑色虚心箭头指示细胞形态，黑色实
心箭头指示神经元形态。比例尺大小均为50 µm。
图3 弥漫性脑血栓模型大鼠脑组织的HE染色结果（×40）
Figure 3 HE staining of brain tissue in diffuse cerebral thrombosis model rats（×40）
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胰腺星状细胞与胰腺疾病模型研究进展
魏 迅1, 江 霞2, 郑羽旋1, 张乐文1, 周正宇1

(1. 苏州大学实验动物中心, 苏州 215123; 2. 深圳华大生命科学研究院, 深圳 518083)

[摘要] 常见的胰腺疾病类型有胰腺炎、糖尿病和胰腺癌。临床研究显示，在人体内胰腺星状细胞（pancreatic
stellate cells，PSCs）可以从纤维化、氧化应激和炎性反应等方面影响胰腺病变，导致胰腺疾病的发生。本文综述
了不同胰腺疾病的造模方法，以及PSCs对胰腺疾病发生发展的影响及其应用前景，以期为研究和治疗胰腺疾病提
供新思路。
[关键词] 动物模型；胰腺星状细胞；胰腺疾病
[中图分类号] Q95-33；R-332 [文献标志码]A [文章编号] 1674-5817（2022）02-0146-06

Progress of Pancreatic Stellate Cells in Research of Pancreatic

Disease Model

WEI Xun1, JIANGXia2, ZHENGYuxuan1, ZHANGLewen1, ZHOUZhengyu1

(1. Laboratory Animal Center of Soochow University, Suzhou 215123, China; 2. Shenzhen Huada Gene Research
Institute, Shenzhen 518083, China)
Correspondence to: ZHOU Zhengyu, E -mail: zacharyzhou@suda.edu.cn

[ABSTRACT] Common types of pancreatic diseases are pancreatitis, diabetes and pancreatic cancer.
Clinical studies have found that pancreatic stellate cells (PSCs) in patients with pancreatic diseases,
contributes to fibrosis, oxidative stress and inflammation, and lead to pancreatic diseases. This article
reviewed the modeling methods of different pancreatic diseases, and the influence and application
prospects of PSCs in pancreatic diseases, providing a new idea for the research and treatment of
pancreatic diseases.
[Keywords] Animal model; Pancreatic stellate cells; Pancreatic disease

胰腺作为人体器官之一，位于左上腹的胃和肠道

之间，结构上分为外分泌腺和内分泌腺。胰腺具有两

大功能，分别是消化和代谢。外分泌腺主要产生胰液，

其中含有大量酶；内分泌腺主要是 4种胰岛细胞，负

责分泌胰岛素和胰高血糖素，以维持机体的血糖平衡。

常见的胰腺疾病类型有胰腺炎、糖尿病和胰腺癌等。

通过构建有效的动物模型研究各种胰腺疾病，逐渐成

为临床机制研究和药物开发的热点［1］。
胰腺星状细胞（pancreatic stellate cells，PSCs）是

胰腺组织的基质细胞，主要位于胰腺小叶间和腺泡周

围区，围绕邻近腺细胞基底部，约占胰腺细胞总数的

4%～7%［2］。PSCs在胰腺中有两种形态：静息状态和

活化状态。活化状态下的PSCs具有很强的增殖和迁移

能力，可促使胰腺纤维化，从而引发胰腺疾病［3］。目

前，关于PSCs在胰腺疾病动物模型方面的研究报告较

多，而在胰腺疾病临床发生机制及治疗应用方面的研

究相对较少。本文对胰腺疾病动物模型研究中PSCs发
挥的作用做一综述，探讨PSCs影响胰腺疾病的可能机

制，为今后预防和治疗胰腺疾病的临床研究提供新的

思路。

1 PSCs

1998年，德国科学家 Bachem等首次在人和大鼠

的胰腺基质中分离出能特异性表达Ⅰ型和Ⅲ型胶原、

DOI:10.12300/j.issn.1674-5817.2021.088 ·人类疾病动物模型·
Animal Models of Human Diseases
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纤连蛋白等细胞外基质（extracellular matrix，ECM）
成分的胰腺基质细胞，由于它和肝脏中的肝脏星状

细胞（hepatic stellate cells，HSCs）性质十分相似，二

者的细胞质内都富含能自发蓝绿荧光的维生素 A脂滴，

故将其命名为PSCs［4］。PSCs在静息状态下，富含细胞

质维生素A脂滴，可特异性表达神经胶质酸性蛋白，

具有较低水平的ECM迁移能力［5］。长期饮酒和吸烟、

胰腺组织压力以及高血糖都会刺激静息状态的 PSCs，
使其产生一些有毒的代谢物和细胞因子，导致氧化应

激，进而转变为活化状态［6］。活化状态的PSCs特征表

现为：细胞质脂滴维生素A消失，ECM迁移能力提高，

特异性表达α-平滑肌肌动蛋白（alpha-smooth muscle
actin，α-SMA），并分泌Ⅰ型和Ⅲ型胶原、纤连蛋白和

其他ECM成分［7］。
为在胰腺疾病动物模型中探究PSCs作用的可能机

制，需要提取原代 PSCs。目前较为成熟的提取原代

PSCs的方法有两种：一是用Ⅳ型胶原酶和链霉蛋白酶

E从胆总管逆行灌注消化，再利用碘海醇的溶解度梯

度离心法分离［8］；二是利用组织块培养法，体外无菌

分离胰腺，剪碎成小块，让小块的胰腺组织贴壁后加

入含 15%～20%胎牛血清的DMEM培养液，置于细胞

培养箱内培养，即可得到原代的PSCs［9］。
2 胰腺疾病动物模型

胰腺疾病常见有胰腺炎、糖尿病和胰腺癌等类型。

目前，这几种胰腺疾病的发病机制尚未研究清楚。建

立有效的动物模型可用于研究胰腺疾病发生机制，以

及开发治疗药物。以下简单介绍用于PSCs作用机制研

究的3种胰腺疾病相关的动物模型。

2.1 胰腺炎动物模型
急性胰腺炎（acute pancreatitis）是由多种因素导

致胰腺出现水肿、坏死等局部炎性损伤的急腹症之一。

引起该病的常见原因主要是过量饮酒和胆石症［10］。急

性胰腺炎的发病率逐年增高，其总体死亡率约为

5%［11］。目前，急性胰腺炎的发病机制尚未研究清楚，

建立有效的动物模型可用于研究其发病机制和治疗药

物。用于急性胰腺炎造模的实验动物主要有大鼠、小

鼠、负鼠、豚鼠、犬、猫、兔、猪、猴等［12］。
常用的急性胰腺炎动物模型是Toll样受体4基因缺

失小鼠模型。研究发现，PSCs在胰腺炎发生发展过程

中发挥着重要作用。乙醇、脂多糖等能被病原体相关

模式分子识别受体如Toll样受体结合，激活免疫系统，

同时也激活PSCs，释放损伤相关模式分子等内源性物

质，造成机体炎性因子水平升高和胰腺组织损伤［13］。
活化的PSCs还作用于促炎M1型巨噬细胞和免疫调节

M2型巨噬细胞。而巨噬细胞在急性和慢性胰腺炎中发

挥着不同的潜在作用。组织学观察发现，M2型巨噬细

胞与 PSCs紧密靠近；与M1型巨噬细胞占主导地位的

急性胰腺炎不同，小鼠和人类慢性胰腺炎中胰腺组织

被M2型巨噬细胞浸润。此外，小鼠和人的 PSCs都是

白细胞介素 4受体 alpha（interleukin-4 receptor alpha，
IL-4Rα）配体的来源，并且可促进M2型巨噬细胞极

化。M2型巨噬细胞反过来又能有效地激活PSCs，促进

“前馈”过程，该过程提示巨噬细胞在胰腺纤维化中发

挥关键作用。值得注意的是，在患有骨髓特异性 IL-
4Rα缺失的小鼠或在确诊疾病后接受 IL-4Rα药物抑制

剂治疗的小鼠中，胰腺纤维化减少［14］，因此通过抑制

M2型巨噬细胞的激活来减少 PSCs的活化，可能降低

慢性胰腺炎的发病率。

2.2 糖尿病动物模型
糖尿病（diabetes mellitus）是一个日益严重的公

共卫生健康问题，其类型主要有1型糖尿病、2型糖尿

病和妊娠期糖尿病等，其中 2型糖尿病占 90%以上，

给社会带来沉重的医疗负担［15］。因此，建立理想的糖

尿病动物模型将为其发病机制研究、并发症治疗及临

床新药研发奠定基础。目前，常用于构建糖尿病模型

的实验动物有大鼠、小鼠和斑马鱼等［16］。
糖尿病模型OLETF大鼠的研究发现，PSCs在糖尿

病发生发展过程中发挥的主要作用与氧化应激和纤维

化相关。在糖尿病模型OLETF大鼠中，β细胞会因为

胰岛素分泌过程高耗氧而变得缺氧，尤其是在氧气供

应不足时［17］，PSCs在缺氧期间被激活，通过触发腺

泡细胞中异常的Ca2+信号，降低ATP水平，引起腺泡

坏死，诱导胰腺外分泌腺组织损伤；同时在胰岛中观

察到α-SMA阳性的PSCs细胞数量增加，并通过细胞凋

亡促进胰岛β细胞死亡［18］。另外，PSCs被炎性细胞因

子如转化生长因子-β1（transforming growth factor-β1，
TGF-β1）激活后，细胞内压力迅速升高，细胞外信号

调节激酶（extracellular regulated protein kinases，ERK）
和 p38丝裂原活化蛋白激酶（mitogen activated protein
kinase，MAPK）发生磷酸化，进一步促进 TGF-β1和
胶原蛋白的分泌［19］。用丝裂原激活的细胞外信号调节

激 酶 （mitogen-activated extracellular signal-regulated
kinase，MEK）和 p38 MAPK的拮抗剂可抑制应激诱导
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的α-SMA表达和细胞增殖，促进胰腺损伤和胰岛β细
胞凋亡，致使糖尿病症状加剧［19］。
2.3 胰腺癌动物模型

胰腺癌（pancreatic cancer）是恶性程度最高的癌

症之一，多发病于老年人群中。全球范围内每年有超

过 41.16 万的胰腺癌患者，且其 5 年生存率低于

5%［20］。胰腺癌难以诊断，往往在疾病发展到晚期才

被发现。目前，胰腺癌的致病原因尚不清楚。构建胰

腺癌动物模型是研究胰腺癌的有效方法。常见的胰腺

癌动物模型构建方法包括向免疫缺陷鼠体内移植来源

于患者的胰腺癌组织、化学诱导法如腹腔注射致癌物

N-亚硝基双胺。最近有研究发现，利用Cre-Lox技术，

可针对小鼠胰腺中原癌基因Kras和抑癌基因Trp53的内

源等位基因进行突变，再通过不断杂交繁育得到转基

因LSL-KrasG12D/+;LSL-Trp53R172H/+;Pdx-1-Cre（KPC）小

鼠；KPC小鼠是研究最多的胰腺导管癌基因工程小鼠

模型之一［21-22］。
在原位胰腺癌模型小鼠中，活化的PSCs类似于癌

症相关成纤维细胞，通过改变胰腺基质细胞的ECM以
及分泌各种细胞因子和趋化因子发挥重要作用。胰腺

癌的基质主要由 PSCs沉积的胶原纤维以及其他细胞

（如肥大细胞、巨噬细胞、淋巴细胞和内皮细胞）和非

细胞（即 ECM）组成，这些基质成分可以介导 PSCs
与癌细胞之间的相互作用。PSCs被激活后将产生大量

的α-SMA蛋白，改变了原有的胰腺基质细胞和ECM，
更适应癌细胞的增殖和扩散［23］。活化的 PSCs还通过

介导核因子-κB（nuclear factor-κB，NF-κB）通路的

下游信号通路增加趋化因子CXCL12受体表达，抑制

细胞毒性T（CD8+ T）细胞浸润，从而使癌细胞发生免

疫逃逸，最终影响胰腺癌的生物学行为和临床

结果［24］。

3 利用胰腺疾病动物模型开展的PSCs机制
研究

研究发现，在胰腺疾病小鼠模型的胰腺病理组织

及血清中都能检测出ECM蛋白以及促炎性因子，且其

水平明显高于正常组织［3］。而PSCs经过活化后具有很

强的增殖和迁移能力，并且可以分泌大量ECM蛋白和

促炎性因子，促进纤维化和炎性水平上升，改变了胰

腺组织的微环境，最终导致胰腺疾病的发生［25］。为了

更好地研究胰腺疾病的发生发展机制，有学者通过构

建胰腺疾病动物模型探讨了PSCs对胰腺疾病发生发展

的作用及其可能的机制。

3.1 PSCs与纤维化
纤维化可发生于多种器官，主要病理特征为器官

组织内纤维结缔组织增多，实质细胞减少，持续进展

可致器官结构破坏和功能减退，乃至衰竭，严重威

胁健康和生命。在 TGF-β1过表达的转基因小鼠培养

过程中，发现小鼠具有慢性胰腺炎的组织形态学特

征，如细胞外基质相关蛋白积累［26］。在 2型糖尿病

Goto-kakizaki大鼠模型实验后期，通过天狼星红染色

观察到胰岛纤维化；胰岛纤维化在β细胞衰竭的进展

中发挥重要作用，因为它诱导β细胞凋亡，从而导致

分泌胰岛素的功能进一步受损［27］。胰腺的纤维组织主

要由Ⅰ型和Ⅲ型胶原组成，PSCs是人类和实验动物模

型胰腺纤维化中Ⅰ型和Ⅲ型胶原蛋白的主要来源，且

会分泌大量炎性因子；同时 TGF-β1会促进大量ECM
蛋白合成，纤维化水平不断提高，最终引发 2型糖尿

病和急性胰腺炎，甚至胰腺癌的症状［28］。目前，胰腺

纤维化的发病机制尚未完全阐明，但其很可能来源于

PSCs的激活，PSCs活化会导致大量的ECM产生，激活

状态的PSCs会快速增殖、迁移扩散，进而导致胰腺实

质细胞减少，胰腺外分泌腺和胰岛呈纤维化状态［29］。
简而言之，PSCs的激活会造成胰腺纤维化，胰腺纤维

化会使胰腺功能丧失，甚至协助胰腺癌细胞扩散，从

而加速胰腺疾病的发生发展。

3.2 PSCs与氧化应激
在 2型糖尿病小鼠模型中，高血糖症状会提高氧

化应激水平，刺激PSCs活化，加剧胰腺纤维化进程，

并且伴随着活性氧（reactive oxygen species，ROS）水

平增高，胰腺纤维化水平也升高［30］。氧化应激与癌

症、2型糖尿病及自身免疫性疾病的发生机制有关［31］。
在正常小鼠模型中，氧化应激会刺激PSCs的活化，从

而分泌一些细胞因子和趋化因子，激活一氧化氮信号

通路，导致急性胰腺炎等炎性疾病的发生；同时，这

些活性分子可直接作用于DNA、蛋白质、脂类，也可

作为功能性分子信号，激活细胞内多种应激敏感信号

通路，比如MAPK信号通路，与PSCs的增殖、迁移能

力及胰岛素抵抗和胰腺β细胞功能受损密切相关［32］。
从 SD大鼠分离出的原代 PSCs在缺氧条件下被激活，

激活的PSCs与胰岛β细胞共培养后，可以促进β细胞

凋亡［18］；激活的 PSCs还可以通过影响胰岛素信号转

导通路，间接抑制β细胞功能。β细胞受损后，胰岛素
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分泌水平降低，分泌高峰延迟，血糖波动加剧，因而

难以控制餐后血糖的迅速上升，对β细胞造成更为显

著的损害［33］。PSCs被认为在氧化应激信号通路中起

到传感器的作用，通过至少两个第二信使向下游发送

压力信号，最终导致胰腺疾病及并发症的发生

发展［34-35］。
3.3 PSCs与炎性反应

炎症代表了一个基本的生物学自我修复过程，通

过诱导各种修复机制恢复组织的稳态。但是这种恢复

可能不会充分发生，从而导致持续的应激反应，使炎

性反应持续存在并且被放大，该过程导致组织功能显

著改变，体内平衡机制出现系统性和持续性紊乱，致

使组织损伤［36］。在急性胰腺炎和2型糖尿病模型大鼠

的血清中检测到炎性标志物的水平明显升高，且伴随

着胰腺组织水肿出血、纤维化加剧和胰岛素分泌减少

的现象，使胰腺处于长期炎症状态。在慢性炎症和氧

化应激的作用下，静息状态下的PSCs被组织的炎症微

环境持续激活，活化的PSCs激活转录因子NF-κB进入

细胞核，诱导许多基因转录，调控不同的细胞，其中

就包括巨噬细胞和中性粒细胞等炎性细胞的激活并迅

速增殖。NF-κB途径还与氧化应激有关，活化的NF-
κB可诱导产生细胞代谢产物，刺激大量PSCs激活，进

一步加剧炎症和氧化应激，并促进胰腺细胞凋亡，从

而导致氧化应激诱导的细胞功能障碍［20］。此外，活化

的PSCs也会刺激巨噬细胞活化，巨噬细胞在组织炎症

的调节中发挥主要作用，巨噬细胞表现出介于两个极

端之间的表型：M1型（促炎性）和M2型（消炎性）。

活化的PSCs又会通过旁分泌方式，分泌一些炎性因子

和趋化因子，例如白细胞介素 IL-6、IL-8和 TNF-α
等［14］，这些细胞因子促使机体炎性反应往不可控的方

向发展，使慢性炎症持续存在并放大，加快了急性胰

腺炎和2型糖尿病的进程，甚至最终转变成胰腺癌。

4 通过靶向抑制PSCs治疗胰腺疾病的研究
前景

动物模型和临床研究均发现，活化的PSCs在胰腺

疾病发生发展中起着重要作用。不同胰腺疾病的动物

模型研究发现，PSCs发挥作用主要是在纤维化、氧化

应激和炎性反应等方面，提示通过抑制PSCs活化可能

预防各类胰腺疾病的发生，并据此研发相关的治疗药

物。未来的研究内容可以包括：开展体内和体外实验，

探究PSCs对胰腺的损伤和致病机制；开展体内实验，

通过药物干预探究PSCs对纤维化、氧化应激和炎性反

应的作用；探究PSCs的状态，或者通过提取胰腺疾病

模型动物体内的原代PSCs，在体外实验研究其与胰腺

其他细胞的互作关系，进一步验证PSCs对胰腺功能的

影响，为研究和开发此类疾病的治疗药物提供基础。

4.1 从纤维化的角度治疗胰腺疾病
PSCs的激活是胰腺纤维化发展的重要过程，可导

致2型糖尿病和胰腺导管癌［37］。活化的PSCs已被认为

是胰腺纤维化的关键起始分子，也是胰腺癌的重要标

志［38］。一些特定的植物提取物可作为新的抗纤维化制

剂，例如姜黄素（curcumin）可用于靶向治疗胰腺纤

维化以及抑制PSCs活化和肿瘤干细胞增殖，其治疗原

理是抑制血小板衍生生长因子的增殖诱导作用，使活

化的 PSCs和肿瘤干细胞停滞在G0/G1期，最终使细胞

凋亡，减少细胞外基质蛋白的产生［39］。此外，鞣花酸

（ellagic acid）能够抑制 c-Raf/MAPK/ERK和 PI3K/AKT
下游信号通路的激活，这些信号通路对PSCs细胞增殖

和迁移很重要；而且鞣花酸可以通过降低α-SMA蛋白

和 ECM前胶原Ⅰ、Ⅲ型蛋白水平，使 PSCs失活［40］。
因此，抗纤维化疗法已被确定为是一种通过靶向抑制

PSCs活化治疗胰腺疾病的新策略。

4.2 从氧化应激的角度治疗胰腺疾病
从氧化应激的角度调控PSCs达到治疗胰腺疾病的

目的，主要是通过抗氧化剂干预来实现。已知大量饮酒

会造成急性胰腺炎，其原理是乙醇通过氧化应激反应来

激活PSCs，促使PSCs的细胞膜脂质过氧化，以及总超

氧化物歧化酶过量表达。而绿茶中的绿茶多酚主要活性

成分表没食子儿茶素没食子酸酯（epigallocatechin-3-
gallate，EGCG）具有抗氧化、抗炎、抗动脉粥样硬化

和抗癌作用。研究发现，EGCG预处理可以抑制乙醇

诱导的体外PSCs活化［41］。已知乙醇能够显著增加α-
SMA蛋白（Ⅰ型前胶原）表达，激活 TGF-β1，并诱

导 p38 MAPK磷酸化。而 EGCG治疗能够显著降低所

有这些因子的生成，并且彻底消除 p38 MAPK磷酸

化［41］。此外有研究证实，EGCG可以通过调节线粒

体氧化应激和炎性反应，下调HSCs中促纤维化标志

物（如Ⅰ型胶原蛋白、纤连蛋白和α-SMA）的基因表

达，减弱 ROS诱导的肝细胞死亡，从而减少肝纤维

化［42］。而HSCs和PSCs的性质类似，提示EGCG也可

能通过减少胰腺纤维化，预防胰腺疾病的发生。

另有研究发现，白藜芦醇（resveratrol）通过下调微

RNA21（microRNA21，miR21）表达、增加张力蛋白同

149



实验动物与比较医学Laboratory Animal and ComparativeMedicine Apr. 2022, 42(2)

源物（phosphatase and tensin homolog，PTEN）蛋白水平

来阻止ROS诱导的PSCs活化、侵袭、迁移和糖酵解；进

一步研究证明，白藜芦醇可以通过抑制ROS/miR21介
导的PSCs活化和糖酵解来抑制胰腺癌细胞的侵袭和迁

移，达到靶向治疗胰腺癌的目的［43］。
4.3 从炎性反应的角度治疗胰腺疾病

静息状态的 PSCs因机体处于炎症状态而被激活，

活化的PSCs通过NF-κB途径分泌一些趋化因子和生长

因子，从而介导和加剧炎症。所以，通过诱导PSCs凋
亡，可抑制NF-κB的稳定性和转录活性，加速组织从

炎性反应中恢复。例如常见的糖尿病治疗药物二甲双

胍，通过重编程PSCs和肿瘤相关巨噬细胞可减轻胰腺

癌患者炎症，对活化的PSCs具有抑制增殖和促凋亡的

作用，可减弱NF-κB途径造成的炎性反应，一定程度

上减缓了2型糖尿病的症状［44］。姜黄素类似物L49H37
通过降低ERK1/2激酶的磷酸化水平，下调 p21水平，

导致G0/G1期依赖性细胞周期停滞，抑制活化的 PSCs
增殖并诱导凋亡，减少了众多炎性因子的旁分泌，降

低组织炎症损伤水平［45］。
综上所述，在急性胰腺炎、2型糖尿病和胰腺导管

癌动物模型中，活化的 PSCs能够促进胰腺组织纤维

化，在氧化应激信号通路中发挥传导功能，促使机体

炎性反应，导致胰腺疾病的发生。因此，靶向抑制

PSCs的活化能够减轻胰腺细胞的损伤，减缓胰腺疾病

的发生发展，这可能为治疗胰腺疾病提供了一种新

思路。
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环境丰富对英国短毛猫应激相关指标的改善作用
陈鸿婷1, 杨 斐2, 胡 樱2

(1. 复旦大学实验动物科学部, 上海 200032; 2. 复旦大学基础医学院, 上海 200032)

[摘要] 目的 研究环境丰富对实验用英国短毛猫应激反应的缓解作用。方法 将14只实验用英国短毛猫按有无环
境丰富干预措施随机分为福利组和对照组，每组7只，实验共持续11周。测定并分析比较各组实验猫的血液生理生
化指标、神经内分泌指标、免疫学指标，评价不同组别的应激水平。结果 福利组的平均红细胞体积明显小于对照
组（P＜0.05），淋巴细胞百分比极明显大于对照组（P＜0.01），中性粒细胞百分比极明显小于对照组（P＜0.01）。
另外，福利组的尿素、肌酐、球蛋白和总蛋白水平均明显低于对照组（P＜0.05），肾上腺素、多巴胺两项指标也明
显低于对照组（P＜0.05），而Ⅱ型干扰素（interferon-γ，IFN-γ）、白细胞介素（interleukin，IL） -1β、IL-2、IL-4、
IL-5、IFN-γ/IL-4比值、IL-2/IL-4比值、IFN-γ/IL-5比值和IL-2/IL-5比值均高于对照组；其中IFN-γ、IL-2、IFN-γ/IL-5
比值和IL-2/IL-5比值差异明显（P＜0.05），IL-5差异极明显（P＜0.01）。结论 采取环境丰富的干预措施能够有效
提高实验猫的福利水平，缓解应激反应。
[关键词] 实验动物福利；环境丰富；应激；英国短毛猫
[中图分类号] Q95-33；R-332 [文献标志码]A [文章编号] 1674-5817（2022）02-0152-07

Improving Effect of Environmental Enrichment on Stress-related

Indicators of British-shorthair Cats

CHENHongting1, YANGFei2, HU Ying2

(1. Department of Laboratory Animal Science, Fudan University, Shanghai 200032, China; 2. School of Basic
Medical Sciences, Fudan University, Shanghai 200032, China)
Correspondence to: YANG Fei, E-mail: yfdwbfd@fudan.edu.cn

[ABSTRACT] Objective To investigate the effect of environmental enrichment on alleviating stress in
laboratory British-shorthair cats. Methods A total of fourteen laboratory British-shorthair cats were
randomly divided into welfare group (n = 7) and control group (n = 7) according to the presence of
environmental enrichment interventions which lasted for 11 weeks. The hematological and blood
biochemical, neuroendocrine and immunological parameters of each group were measured and compared
to evaluate the stress level of different groups. Results The mean corpuscular volume in the welfare group
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was significantly lower than that in the control group (P < 0.05), the percentage of lymphocyte was
extremely higher than that in the control group (P < 0.01), and the neutrophilic percentage was extremely
lower than that in the control group (P < 0.01). In addition, the levels of carbamide, creatinine, globulin, total
protein in the welfare group were significantly lower than those in the control group (P < 0.05); the
adrenaline and dopamine indicators in the welfare group were significantly lower than those in the control
group (P < 0.05), while interferon-γ (IFN-γ), interleukin (IL)-1β, IL-2, IL-4, IL-5, IFN-γ/IL-4 ratio, IL-2/IL-4 ratio,
IFN-γ/IL-5 ratio and IL-2/IL-5 ratio of the welfare group were higher than those of control group; among
them, IFN-γ, IL-2, IFN-γ/IL-5 ratio and IL-2/IL-5 ratio were significantly different (P < 0.05), and IL-5 difference
was extremely significant (P < 0.01). Conclusion The environmental enrichment interventions can
effectively improve the welfare level of laboratory cats and reduce the biological costs of stress.
[Keywords] Laboratory animal welfare; Environmental enrichment; Stress; British-shorthair cats

猫在解剖学、生理学以及对疾病的反应方面与人

类相似，因此被广泛应用于生理学、毒理学、免疫学

及神经科学等实验研究［1］。随着实验猫使用范围的不

断扩大，公众对生物医学研究中实验猫的饲育管理等

福利问题也越来越重视，尤其在一些欧美国家相关研

究日益增多［2- 3］。目前，国内人工饲养实验猫多采用

单一的普通笼养的饲育方式［4］，虽然此方法经济实

用、便于管理，但是长期笼养会限制猫的天性和自然

行为表达，从而导致严重的健康问题，最终影响动物

实验结果的可靠性、科学性。因此，本研究从美国引

进遗传特征稳定并具有代表性的英国短毛猫原种，在

实验室饲育环境下封闭繁殖育种，并根据英国短毛猫

的生物学特性和感官体验设计相应的环境丰富

（environmental enrichment）措施，分别对单一笼养饲

育环境和福利化饲育环境下实验用英国短毛猫的血液

学、神经内分泌及免疫学进行比较分析，探索环境丰

富对实验用英国短毛猫健康状况的影响，从而帮助研

究者认识到提高与改善实验猫福利水平的重要性。

1 材料与方法

1.1 实验动物及饲养环境
从美国引进的英国短毛猫原种在复旦大学实验动

物科学部［SYXK（沪） 2020-0032］普通级实验室环

境下封闭繁殖饲育，育成后随机选取 14只 2周岁左右

的普通级实验用英国短毛猫。其中雌性 9只，体质量

约 2.5～2.8 kg；雄性 5只，体质量约 3.8 kg。实验室

采用自然通风和照明，室温控制在 18～26 ℃，相对

湿度为 40%～70%。每只实验猫单笼饲养，笼具规格

为 82 cm×70 cm×76 cm；每个饲养笼内放置单独的食

盆、水碗、砂盆，笼底置有清洁托盘，笼内另有规

格为 65 cm×30 cm×35 cm的栖息处。整个实验流程获

得复旦大学实验动物伦理委员会审核批准（伦理审批

号：202106052Z）。
1.2 动物饲料及饲喂方法

按照定时定量的原则饲喂室内成猫全价粮（法国

皇家宠物食品有限公司产品，Royal Canin I27），每日

上午 8：15定时饲喂，按照各猫体质量定量饲喂。饮

用水为煮沸消毒冷却的自来水，每日上午 8：40和下

午16：00更换两次，24 h持续供应。

1.3 主要仪器与试剂
ProCyte Dx自动化血细胞分析仪和Catalyst Dx生化

分析仪为美国 IDEXX Laboratories公司产品；InnoScan
300 Microarray Scanner荧光扫描仪为法国 Innopsys公司

产品；Thermo Scientific Wellwash Versa芯片洗板机为

美国Thermo Fisher Scientific公司产品。

肾上腺素、去甲肾上腺素、皮质醇、多巴胺检测

用 ELISA 试剂盒，以及 Quantibody®Feline Cytokine
Array 1蛋白芯片试剂盒（含Cy3-链霉亲和素小管和检

测抗体混合物小管）均为美国RayBiotech公司产品。

1.4 实验分组及干预措施
14只实验用英国短毛猫随机分为有环境丰富干预

的福利组及未干预的对照组。其中，福利组实验猫雌

性4只（平均2.8 kg），雄性3只（平均3.8 kg）；对照组

实验猫雌性 5只（平均 2.5 kg），雄性 2只（平均 3.8
kg）。福利组的环境丰富干预方式包括：（1）笼内环境

丰富，即每个笼内右侧放置隐藏纸箱（30 cm×30 cm×
25 cm）及猫抓板各 1个；（2）笼外环境丰富，即笼外

活动区域放置有猫抓板、爬架、乒乓球等玩具，并设

置高处空间栖息处，且实验台紧贴窗户，可供猫观察

到窗外环境，给予感官刺激；（3）社交环境丰富，即

实验者每日与每只实验猫个体交流、爱抚、互动 10
min，并利用激光笔、钓鱼竿和实验猫群体互动 30
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min，此外每日实验猫群体笼外自由活动60 min，以促

进其个体相互之间的社会性交往（雌猫与雄猫群体分

开活动）。对照组实验猫除每日实验者为其检查个体状

况及护理外（每只 5 min），均待在各自笼内，无以上

环境丰富措施。对照组和福利组实验猫虽然在同一饲

养间内，但是两组间相互隔离，互不接触，以尽可能

减轻对照组的额外压力和影响。实验总时间为 11周
（77 d）。
1.5 血液标本采集与处理

整个环境丰富干预实验结束当日，在实验猫清醒

状态下，经股静脉采集全血2 mL。取其中0.5 mL全血

经 EDTA-K2抗凝后，于 2 h内测定血液生理学指标。

另取 0.5 mL全血经肝素抗凝后，于 2 h内测定血液生

化指标。最后 1 mL全血经 EDTA-K2抗凝后，于 4 ℃
3 000 r/min离心10 min，取上层血清于-80 ℃冻存，待

用于神经内分泌和免疫学指标的测定。

1.6 血液学指标测定
使用 IDEXX ProCyte Dx自动化血细胞分析仪测定

21项血液学相关指标：白细胞数、淋巴细胞数、单核

细胞数、中性粒细胞数、嗜酸性粒细胞数、嗜碱性粒

细胞数、淋巴细胞百分比、单核细胞百分比、中性粒

细胞百分比、嗜酸性粒细胞百分比、嗜碱性粒细胞百

分比、红细胞比容、红细胞数、血红蛋白含量、网织

红细胞数、平均红细胞体积、红细胞平均血红蛋白浓

度、红细胞平均血红蛋白含量、血小板数量、平均血

小板体积、血小板比积。

1.7 血液生化指标测定
使用 IDEXX Catalyst Dx生化分析仪测定 12项血液

生化指标：白蛋白、碱性磷酸酶、丙氨酸转氨酶、尿

素、钙、胆固醇、肌酐、球蛋白、葡萄糖、磷、总胆

红素和总蛋白的含量。

1.8 神经内分泌指标测定
采用ELISA法测定 4项神经内分泌指标：肾上腺

素、去甲肾上腺素、皮质醇、多巴胺水平，按试剂盒

说明书操作。

1.9 免疫学指标测定
采用蛋白芯片技术测定 5项细胞因子：Ⅱ型干扰

素（interferon-γ，IFN-γ）、白细胞介素（interleukin，
IL） -1β、IL-2、IL-4、IL-5水平。按蛋白芯片试剂盒

说明书严格操作：首先将蛋白芯片取出，在室温平

衡 20～30 min后打开，放在室温干燥 1～2 h；同时

从－80 ℃冰箱取出备用血清样本，放置于室温使其融

解；然后向蛋白芯片上的每个孔中加100 µL样品稀释

液，室温摇床上孵育1 h，封闭定量抗体芯片；抽去每

个孔中的样品稀释液，添加100 µL的标准液和样品到

孔中，在摇床上 4 ℃孵育过夜，使用 Thermo Scientific
Wellwash Versa芯片洗板机清洗玻片；离心检测抗体混

合物小管，加入 1.4 mL样品稀释液混匀并快速离心，

添加 80 µL的检测抗体到每个孔中，室温摇床上孵育

2 h后清洗玻片；然后离心Cy3-链霉亲和素小管，加入

1.4 mL样品稀释液混匀并快速离心，添加 80 µL的
Cy3-链霉亲和素到每个孔中，室温避光摇床上孵育1 h
后清洗玻片；使用 InnoScan 300激光扫描仪扫描信号

（采用Cy3或者绿光通道，激发光波长为532 nm）。
1.10 统计学分析

将各测定指标的原始数据录入MicrosoftⓇ Excel for
Mac整理后，运用SPSS 20.0和GraphPad Prism 8软件做

进一步统计分析，去除极端值后以独立样本 t检验比较

组间差异。数据结果使用 -x ± s表示，以P＜0.05认为

差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 环境丰富影响实验猫的血液学指标
血液学指标检测结果见表1。红细胞方面，福利组

实验猫的平均红细胞体积明显低于对照组（P＜0.05），
其余指标无明显差异（P＞0.05）。白细胞方面，福利

组实验猫的淋巴细胞百分比极明显高于对照组（P＜
0.01），而中性粒细胞百分比极明显低于对照组（P＜
0.01），其余指标则无明显差异（P＞0.05）。在血小板

方面，两组间各项指标均无明显差异（P＞0.05）。
2.2 环境丰富影响实验猫的血液生化指标

血液生化指标测定结果见表 2。与对照组相比较，

福利组实验猫的血液尿素、肌酐、球蛋白、总蛋白含

量均明显降低（P＜0.05），其余指标的差异均无统计

学意义（P＞0.05）。
2.3 环境丰富影响实验猫的神经内分泌指标

神经内分泌指标测定结果显示，福利组实验猫的

肾上腺素和多巴胺两项指标均明显低于对照组（P＜
0.05），其余指标差异不明显（P＞0.05），见图1A。
2.4 环境丰富影响实验猫的免疫学指标

免疫学指标检测结果显示，与对照组相比较，环

境丰富后福利组实验猫的血清 IFN-γ、IL-1β、IL-2、
IL-4、IL-5、IFN-γ/IL-4比值、IFN-γ/IL-5比值、IL-
2/IL-4比值和 IL-2/IL-5比值均有所升高，其中 IFN-γ、
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IL-2、IFN-γ/IL-5比值和 IL-2/IL-5比值差异明显（P＜
0.05），IL-5差异极明显（P＜0.01），而其余指标差异

尚无统计学意义（P＞0.05），见图1B。
3 讨论

饲育环境对于实验猫福利具有重要的影响。长期

笼养环境下的实验猫，一方面缺乏足够的活动空间或

丰富的设施满足其玩耍、探索、躲避的天性，另一方

面还缺乏与同伴及人类互动的机会而不能满足其社交

需求［5］。当实验动物需求不能得到满足时，其福利状

况就会受到不同程度的损害，由此将导致物质及能量

代谢的生理变化和情绪不稳定等心理问题［6-7］。因此，

本实验通过设置笼内隐藏箱、笼外活动区域的攀爬设

施及玩具、增加个体相互间游戏玩耍以及和人类交流

互动建立信任关系的机会等环境丰富干预措施，满足

实验猫的躲避、玩耍、探索、社交等需求，然后从血

液学、神经内分泌学、免疫学三个方面评估这些环境

丰富福利措施对实验猫健康状况的影响。

本实验结果显示，对照组的肾上腺素、去甲肾上

腺素、多巴胺水平均高于福利组，其中肾上腺素和多

巴胺水平的组间差异有统计学意义（P＜0.05）。这表

明对照组实验猫的交感-肾上腺髓质系统更敏感，机体

更可能处于高度警觉的应急状态，而福利组实验猫的

交感-肾上腺髓质系统则相对稳定在低活性状态。对于

笼养环境下的猫而言，其应激原主要来自于贫瘠环境

以及缺乏与同伴及人类之间的相互交流［8］。环境丰富

可以通过大脑影响整个神经系统，改变多种神经递质

的活动，从而缓解实验动物的恐惧、焦虑等不良情

绪［9］。一些研究发现，大鼠缺乏环境刺激或剥夺社交

行为，以及小鼠遭遇社交失败，均会对正常大脑功能

产生不利影响，常伴有多巴胺分泌活动增加等方面的

神经化学改变［10-11］。此外，肾上腺素、多巴胺水平更

高的实验猫在面对日常实验操作如采血等应激时，更

容易处于持续的惊恐和紧张状态，表现出更多的反抗

情绪及行为，不仅使实验操作更加困难，而且增加反

抗本身对动物造成身心伤害的可能，例如恐惧、紧张

等情绪的生理反应多表现为交感神经系统活动的相对

亢进［12］，会进一步威胁实验猫的健康状况。

众所周知，机体在应激反应中，神经-内分泌-免
疫系统之间存在着广泛而精细的相互调节作用，细胞

因子即是其中主要的交汇点。由图 1可知，对照组实

验猫的血清 IFN-γ、IL-1β、IL-2、IL-4、IL-5水平均

低于福利组，其中 IFN-γ、IL-2、IL-5的组间差异均

表2 环境丰富对实验猫血液生化指标的影响
Table 2 Effect of environmental enrichment on blood bio-

chemical parameters in laboratory cats
检测指标
ALB ρ/ (g·L-1)
ALKP z/ (U·L-1)
ALT z/ (U·L-1)
UREA c/ (mmol ·L-1)
CA c/ (mmol·L-1)
CHOL c/ (mmol·L-1)
CREA c/ (µmol·L-1)
GLOB ρ/ (g·L-1)
GLU c/ (mmol·L-1)
PHOS c/ (mmol·L-1)
TBIL c/ (µmol·L-1)
TP ρ/ (g·L-1)

对照组（n=7）
33.14±1.46
43.00±10.53
70.00±19.38
6.50±1.26
2.40±0.07
2.48±0.53
120.00±16.24
50.43±6.21
6.17±1.08
1.73±0.12
3.14±1.25
83.45±5.53

福利组（n=7）
33.29±1.03
42.86±7.41
60.29±9.28
5.06±0.95*

2.34±0.07
2.65±0.57
102.29±7.28*

43.71±2.71*

5.43±0.55
1.68±0.17
2.14±0.35
77.14±2.80*

注：ALB即白蛋白，ALKP即碱性磷酸酶，ALT即丙氨酸转氨酶，UREA
即尿素，CA即钙，CHOL即胆固醇，CREA即肌酐，CLOB即球蛋白，
GLU即葡萄糖，PHOS即磷，TBIL即总胆红素，TP即总蛋白。与对照
组比较，*P＜0.05。

表1 环境丰富对实验猫血液学指标的影响
Table 1 Effect of environmental enrichment on hemato-

logical parameters in laboratory cats
检测指标
WBC ɷ/(109·L-1)
LYMPH ɷ/(109·L-1)
MONO ɷ/(109·L-1)
NEUT ɷ/(109·L-1)
EO ɷ/(109·L-1)
BASO ɷ /(109·L-1)
LYMPH %
MONO%
NEUT %
EO %
BASO %
HCT %
RBC ɷ/(1012·L-1)
HGB ɷ/(g·L-1)
RETIC ɷ/(109·L-1)
MCV ɷ/(fL)
MCHC ɷ/(g·L-1)
MCHm/(pg)
PLT ɷ /(109·L-1)
MPV ɷ /(fL)
PCT %

对照组（n=7）
8.41±2.67
1.58±0.33
0.40±0.20
5.82±2.21
0.54±0.27
0.07±0.03
20.09±5.37
4.59±1.30
67.87±4.99
6.53±2.95
0.93±0.58
37.26±3.99
9.33±1.10
12.70±1.31
9.27±4.80
40.01±2.10
34.11±0.83
13.64±0.88
312.86±92.76
13.01±1.15
0.40±0.10

福利组（n=7）
7.96±3.27
2.50±0.91
0.25±0.06
4.34±2.04
0.81±0.56
0.06±0.04
32.41±6.36**

3.37±0.63
54.33±6.22**

9.11±3.56
0.77±0.36
36.46±3.09
9.81±1.23
12.54±0.94
8.87±4.61
37.34±1.88*

34.44±0.65
12.89±0.81
211.57±74.30
14.19±1.76
0.30±0.11

注：WBC即白细胞数，LYMPH即淋巴细胞数，MONO即单核细胞数，
NEUT即中性粒细胞数，EO即嗜酸性粒细胞数，BASO即嗜碱性粒细
胞数，LYMPH%即淋巴细胞百分比，MONO%即单核细胞百分比，
NEUT%即中性粒细胞百分比，EO%即嗜酸性粒细胞百分比，BASO%
即嗜碱性粒细胞百分比，HCT即红细胞比容，RBC即红细胞数，HGB
即血红蛋白含量，RETIC即网织红细胞数，MCV即平均红细胞体积，
MCHC即红细胞平均血红蛋白浓度，MCH即红细胞平均血红蛋白含
量，PLT即血小板数量，MPV即平均血小板体积，PCT即血小板比积。
与对照组比较，*P＜0.05，**P＜0.01。
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有统计学意义（P＜0.05）。IL-1β是机体固有免疫应答

过程中最为重要的调节因子之一；IFN-γ及 IL-2则是

Th1型细胞因子的主要代表，共同促进细胞介导的免

疫应答；同时，IL-4介导Th2细胞亚群分化，分化后

的Th2细胞能分泌 IL-4和 IL-5等细胞因子，从而增强

抗体介导的体液免疫应答［13］。因此，本研究结果提

示，对照组实验猫的免疫功能相较于福利组受到抑制，

而当机体免疫功能受到抑制时，很容易并发传染性疾

病或诱发各种躯体-神经性疾病。处于长期应激状态下

的猫，由于免疫抑制增加了其对传染性疾病如猫上呼

吸道感染的易感性，不仅威胁实验动物的健康，同时

也增加了实验室环境下爆发传染性疾病的风险，甚至

对实验人员健康造成威胁［14］。另外，机体的适应性免

疫平衡通常取决于Th1型细胞因子介导的细胞免疫与

Th2型细胞因子介导的体液免疫之间的平衡（即 Th1/
Th2比值），长期（慢性）应激可通过改变 Th1和 Th2
细胞因子的平衡促使轻度慢性炎性反应的发生［15］。由

图 1可知，对照组实验猫的血清 Th1/Th2即 IFN-γ/IL-
4、IL-2/IL-4、IFN-γ/IL-5、IL-2/IL-5比值均低于福

利组，其中 IFN-γ/IL-5、IL-2/IL-5比值在两组间差异

有统计学意义（P＜0.05）。这说明不同饲育环境可导

致Th1/Th2细胞因子平衡的改变，对照组Th1/Th2较福

利组低，说明其免疫平衡更偏向于Th2。据文献报道，

慢性心理应激可导致Th1/Th2平衡偏向于Th2介导的体

液免疫，并可增加过敏性疾病的易感性，甚至促进肿

瘤生长［16］。
应激对免疫功能的作用还受体内白细胞分布的影

响［17］。本实验中白细胞相关指标的检测结果显示，对

注：Adrenaline即肾上腺素，Norepinephrine即去甲肾上腺素，Dopamine即多巴胺，Cortisol即皮质醇，IFN-γ即干扰素-γ，IL-1β即白细胞
介素-1β，IL-2即白细胞介素-2，IL-4即白细胞介素-4，IL-5即白细胞介素-5。c为对照组，w为福利组；*P＜0.05，**P＜0.01。
图1 环境丰富对实验猫神经内分泌指标（A）和免疫学指标（B）的影响
Figure 1 Effect of environmental enrichment on neuroendocrine parameters（A）and immunological parameters（B）in

laboratory cats
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照组实验猫的淋巴细胞数、淋巴细胞百分比低于福利

组，中性粒细胞及中性粒细胞百分比高于福利组，其

中淋巴细胞百分比和中性粒细胞百分比的组间差异有

极显著的统计学意义（P＜0.01）。白细胞分布常被用

来评估机体的应激反应：中性粒细胞（N）增加、淋巴

细胞（L）降低造成N︰L比值增加，这种现象在大部

分脊椎动物的应激反应中均可观察到［18］。综合以上白

细胞相关指标及细胞因子的变化，本研究结果提示对

照组实验猫的免疫功能，无论是固有免疫还是适应性

免疫，均与福利组相比受到了明显抑制，而免疫功能

的相对低下不仅意味着机体对疾病的抵抗力下降，更

容易受到感染，而且免疫反应受到抑制并不能够节省

能量，实际上反而需要额外的能量消耗，如免疫抑制

因子的合成与释放及细胞凋亡的过程中均需要消耗能

量。曾有研究者指出，从进化的角度来看，由应激所

导致的机体专门消耗能量来抑制淋巴细胞启动强大的

适应性免疫反应是毫无意义的［19］，因为这需要机体调

用本该用于其他生物学功能的贮备能量来应对应激，

同时也改变了机体内各种生物活动之间的资源分配，

这将直接影响动物的福利状况。因此，为进一步了解

不同饲育环境下实验猫能量代谢的变化，本实验还测

定了血液生理生化指标。

分析表 1可知，在红细胞方面，对照组实验猫的

平均红细胞体积显著大于福利组（P＜0.05），红细胞

数和血红蛋白含量等其余指标在两组间差异无统计学

意义（P＞0.05）。红细胞的生成与营养物质的吸收与

利用有关，而慢性应激会引起机体营养代谢紊乱［20］。
本实验中对照组与福利组的饲喂方式及饲料品种一致，

并且各组红细胞数和血红蛋白含量等其余红细胞相关

指标无显著差异。因此推测，对照组实验猫的平均红

细胞体积大于福利组，可能是由于应激引起交感神经

兴奋，肾上腺素、去甲肾上腺素和多巴胺等神经递质

合成与释放增加，机体的微量元素如铁、维生素B1、
维生素B12、叶酸多用于合成以上神经递质，从而不足

以促进红细胞成熟所致。若长此以往，将可能导致实

验猫巨幼细胞贫血［21］。另外，对照组实验猫的血小板

数也略多于福利组（P=0.059）。据文献报告，慢性应

激状态下的大鼠凝血功能及血小板活性增强，进而影

响心血管疾病的发生［22］。由表2可知，对照组实验猫

的尿素、肌酐、球蛋白和总蛋白水平均显著高于福利

组（P＜0.05）。当机体细胞处于应激状态时，肌蛋白

降解促使肌酸从组织中释放并代谢生成肌酐。同时，

尿素和肌酐还是判断肾功能的重要指标，若均高于正

常值则表明其肾功能受到损害［23］。血浆蛋白质主要包

括白蛋白、球蛋白和纤维蛋白原，通常将白蛋白、球

蛋白、总蛋白三者结合起来分析，若三者都以同一比

率升高，则可能是由于水的相对缺乏引起血浆蛋白浓

度升高。本研究中对照组实验猫的血清总蛋白和球蛋

白含量显著高于福利组，但两组之间的白蛋白水平相

近，这说明其主要差异为球蛋白的差异，而机体免疫

功能受到抑制时可能引起球蛋白水平升高。由此可见，

对照组实验猫的营养、能量代谢途径相较于福利组也

发生改变以应对应激。

本研究通过为实验猫设置隐藏箱、攀爬设施及玩

具、增加其与同伴及实验人员社交互动的机会等环境

丰富干预措施，满足实验猫躲避、玩耍、探索及社交

需求。例如，躲藏是猫与生俱来的固有行为表现，尤

其在笼养环境下观察到的这种行为表现已被国外相关

研究［24］报告过。Gourkow等［25］观察到如果没有为笼

养环境下的猫提供隐藏箱，它们将会试图通过打翻砂

盆来建立可供其隐藏的地方。在本实验的日常管理中

也观察到此现象，而这种行为的发生不仅会给同伴造

成额外的应激压力，还给实验室的管理带来不便。玩

耍、探索、与同伴及人类互动等活动不仅满足实验猫

的行为需求，而且促进其日常运动量的适度增加。虽

然运动作为应激原也会引起应激反应，但定期适度运

动有助于利用机体的短期应激反应提高其对抗应激的

能力［26］。通过适度运动来激活体内短期应激反应，可

以显著增强机体免疫力，并减少肿瘤的发生率，这将

有助于提高实验猫抵抗病原微生物感染的能力［27］。
综上所述，本研究从血液学、神经内分泌、免疫

学三个方面分析了环境丰富对缓解实验用英国短毛猫

应激作用的影响，结果发现不同饲育环境下的实验用

英国短毛猫的血液生理生化、神经内分泌、免疫学部

分指标均有明显的改变。研究结果提示，相较于普通

单一笼养环境，环境丰富下的实验猫的机体应激水平

较低，免疫功能相对未受到抑制；而普通单一笼养环

境会使实验猫的部分生理功能受到损害，威胁实验猫

的身心健康。此外，本研究所采取的环境丰富措施易

操作且经济便利，能够保证实验猫的生理健康，更好

地实现实验动物福利的完整内涵，确保实验结果的科

学性及可靠性，具有较高的应用价值与现实意义。然

而，由于目前实验猫的行为学研究尚无可靠量表及专

用的观察分析仪器，国内外实验猫行为学的相关研究

也很少见。因此，本研究在实验猫行为学方面尚存在

不足，这也是今后需要进一步探讨的方向。
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离体豚鼠回肠法应用于骨肽类注射剂中组胺类物质
检测
吴 畅1,2, 李晓洁2, 吴殷囡1,2, 王 瑶2, 汪玉馨2, 宗卫峰2, 孟长虹2, 陆益红11,,22

(1. 徐州医科大学药物分析教研室, 徐州 221004; 2. 江苏省食品药品监督检验研究院, 南京 210019)

[摘要] 目的 评价离体豚鼠回肠法检测骨肽类注射剂中组胺类物质的效果，以及代替猫降压物质检查法的可行
性。方法 按照《中国药典》2020版中组胺类物质检查法（即离体豚鼠回肠法），对5家企业共7批骨肽类注射剂
进行组胺类物质检查，同时利用猫降压物质检查法对其结果进行确证和比较。结果 用离体豚鼠回肠法进行组胺类
物质检查发现有3批制剂结果呈阴性，与猫降压物质检查法的检查结果一致；另外4批制剂结果可疑，对照猫降压
物质检查结果是3批制剂可疑，1批制剂呈阳性。离体豚鼠回肠法检查结果与猫降压物质检查法对于可疑结果的检
出较为一致，总体结果一致率为85.7%（6/7）。结论 离体豚鼠回肠法与猫降压物质检查法的结果基本一致，可用
于骨肽类制剂中组胺类物质筛查及研究；同时，骨肽类制剂标准中建议增订降压物质或组胺类物质检查项。
[关键词] 离体豚鼠回肠法；骨肽类注射剂；组胺类物质检查；猫降压物质检查
[中图分类号] Q95-33； R-332 [文献标志码]A [文章编号] 1674-5817（2022）02-0159-07

Application of Isolated Guinea Pig Ileum Method for Detection of

Histamine Substances in Osteopeptide Injections
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[ABSTRACT] Objective To evaluate the detection of the histamine substances in osteopeptide
injections by the isolated guinea pig ileum method, and to explore the feasibility of replacing cat depressor
substances method. Methods According to the 2020 edition of Chinese Pharmacopoeia, the histamine
substances in 7 batches of osteopeptide injections were detected from 5 enterprises by isolated guinea pig
ileum method. The results were compared with the test method of cat depressor substances. Results By
the isolated guinea pig ileum method, the histamine substances in 3 batches of preparations were
negative, which was consistent with the results of the test method of cat depressor substances. The
results of the other 4 batches of preparations were suspicious; while the examination results of depressor
substances in cat were 3 batches suspicious and 1 batch positive. The overall consistency rate of the two
methods was 85.7% (6/7). Conclusion The results of isolated guinea pig ileum method is almost the same
as the test of cat depressor substances, which can be used for the screening and study of histamines in
osteopeptide injections. It is suggested to add the inspection items of the test of depressor substances or
histamines in the standard of osteopeptide injections.
[Keywords] Isolated guinea pig ileum method; Osteopeptide injections; Histamine substances test; Test of
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组胺是一种活性胺化合物，在体内与组胺H1受体

结合后，可致血管舒张、血压下降、支气管与胃肠道

平滑肌收缩等生理反应［1］。药品中的降压物质主要是

指组胺等能引起血压下降的生物胺类物质，其含量超

过规定的限度时，临床上可引起生命体出现血压下降、

冷汗甚至休克等症状。猫降压物质检查法是指向实验

猫静脉中注射限值剂量的供试品及组胺对照品，比较

供试品与对照品引起的降压程度，以此判定供试品中

所含降压物质的限值是否符合规定。而组胺类物质检

查法是将一定浓度的供试品和组胺对照品依次注入离

体豚鼠回肠浴槽内，比较供试品与对照品所致的回肠

收缩幅度，以判定供试品中组胺类物质含量是否符合

规定。

《中国药典》 1985年版首次收载了降压物质检查

法，当时使用的实验动物为猫或犬，一直沿用至 2000
年版；2005年版则把所使用的实验动物明确为猫，删

除了犬；发展至2010年版，在保留原有的降压物质检

查法的基础上，《中国药典》第二部附录《化学药物注

射剂安全性检查法应用指导原则》增加了组胺类物质

检查项；《中国药典》2015年版首次收载了组胺类物质

检查法（即豚鼠离体回肠收缩法），并明确猫降压物质

检查法可以作为该方法的补充和相互替代方法。然而

目前相关研究和报告较少，豚鼠离体回肠收缩法的选

择尚缺少相关标准依据。

骨肽类制剂是一类由动物骨骼提炼而成且具有生

物活性的多组分生化药物，部分制剂品种在制备工艺中

还添加了全蝎、甜瓜子等动植物提取成分［2］，因其具

有消炎镇痛等作用，临床主要用于骨质疏松症、骨质增

生、骨折及类风湿性关节炎等疾病的治疗［2］。近年来，

不良反应监测系统显示，骨肽注射液会引起皮肤及其附

件、呼吸系统等方面的不良反应，症状包括皮疹、发

热、胸闷、呼吸困难、血压下降等［3］，并因其不良反

应发生率较高而被录入国家重点监控药品目录。

多组分生化药物大多来自动物脏器的提取物，来

源复杂，存在组分不明、结构不清的问题，有可能因

脏器离体后组织出现自溶现象混入组胺、类组胺样具

有降压作用、致敏反应的活性物质，从而影响药物的

治疗效果并产生不良反应［4］。为保障用药安全，针对

上述存在安全风险的制剂及原料应建立降压物质检查

项［5-6］，但由于我国实验用猫一直难以标准化供给，

实验结果很容易受到较多因素干扰。本实验拟探讨采

用组胺类物质检查法（即离体豚鼠回肠法）替代猫降

压物质检查法［7］的一致性和可行性，以期能够为骨肽

类注射剂的药品质量控制和安全性评价，以及相关标

准的制定提供参考。

1 材料与方法

1.1 实验仪器
离体器官仪ALC-MPA2000购自上海奥尔科特生物

科技有限公司。

1.2 受试品
复方骨肽注射液来自江苏企业A和B，各1批；骨

肽注射液来自湖北企业C、黑龙江企业D和E，各1批；

注射用骨肽来自黑龙江企业D，1批；注射用骨瓜提取

物来自黑龙江企业E，1批。

1.3 试剂
磷酸组织胺对照品（批号 150510-201313）购自

中国食品药品检定研究院；氯化钠（批号 20200602）、
氯化钾（批号 20150618）、氯化钙（批号 20120413）、
氯化镁 （批号 F20111220）、磷酸氢二钠 （批号

20170306）、硫酸阿托品（批号 1806161）、碳酸氢钠

（批号N15C009）和葡萄糖（批号20170928）均购自国

药集团化学试剂有限公司；戊巴比妥钠 （批号

20140221）购自美国 Sigma-Aldrich公司；肝素钠注射

液（批号1200402）购自南京新百药业有限公司；生理

盐水（即 0.9%氯化钠）注射液（批号 8K82B1）购自

中国大冢制药有限公司；注射用水（批号1810414）购

自上海信谊金朱药业有限公司。

1.4 实验动物
实验用普通级虎皮猫体质量约 3 kg，雄性，1只；

普通级豚鼠体质量约280～340 g，雌雄各半，共42只。

实验动物均购自无锡恒泰实验动物养殖有限公司

［SCXK（苏） 2020-0003］，其中实验用豚鼠的实验动

物质量合格证编号为HT00277。动物饲养于江苏省食

品药品监督检验研究院普通环境［SYXK（苏） 2017-
0062］。本研究中动物实验方案经江苏省食品药品监督

检验研究院实验动物福利伦理委员会审核批准（审查

编号为 JSIFDC2020-05）。
1.5 组胺类物质检查方法

参照《中国药典》 2020年版中第四部通则第1146
条组胺类物质检查法（即离体豚鼠回肠法）进行实

验［8-9］。取体质量在280～320 g、禁食24 h的健康合格

成年豚鼠，随机分为7组，每组6只。用静脉注射空气

法迅速处死豚鼠，立即剖腹取出远端回肠，固定于离
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体器官仪ALC-MPA2000中。在离体器官仪的恒温水浴

槽中事先放入一定量的临用时新配制的回肠肌营养液

（取氯化钠 160.0 g、氯化钾 4.0 g、氯化钙 2.0 g、氯化

镁1.0 g与磷酸氢二钠0.10 g，加纯化水700 mL使溶解，

再加入适量注射用水，使成 1 000 mL。从上述配制溶

液中取50.0 mL，与硫酸阿托品0.5 mg、碳酸氢钠1.0 g、
葡萄糖 0.5 g混匀，再加注射用水，使成 1 000 mL，调

节 pH值至 7.3，即制得）［8］。随后连续通入混合气体

（该气体由 95% O2和 5% CO2组成），维持 35 ℃的恒定

温度。精密称取磷酸组胺对照品适量，按组胺计算，

加水溶解成每1 mL中含1.0 mg的溶液，配制成一定量

的组胺对照品溶液。精密量取上述组胺对照品溶液适

量，用氯化钠注射液按高、低剂量组（dS2、dS1）配成

两种浓度的稀释液，高剂量dS2应不致使回肠收缩达到

极限，低剂量dS1所致反应值约为高剂量的一半，调节

剂量使反应可以重复出现。注入体积为 0.2～0.5 mL，
高低剂量的比值（r）为1∶0.5。调节剂量，使低剂量

能引起回肠收缩，高剂量不致使回肠收缩达极限，且

高低剂量所致回肠的收缩应有明显差别。

由于实验中供试品溶液 dT（各批次骨肽注射液样

品按实验要求稀释后得到的溶液）的浓度与低剂量组

胺对照溶液的浓度直接相关，具体计算公式如下：一

般以人每千克体质量可接受的组胺限量（0.1 µg/kg）
和人每千克体质量每小时临床最大用量的供试品剂量

的比值计算注射剂含组胺类物质的检查限值。检查限

值（L）的计算公式如下：L=K/M。其中K为人每千克

体质量可接受的组胺限量（0.1 µg/kg），M为人每千克

体质量每小时的最大供试品剂量。以60 kg作为人均体

质量计算。结合检查限值（L）和低剂量组胺溶液的浓

度 （CSL） 计算出供试品的最小有效稀释浓度

（MVC），计算公式如下：MVC=CSL/L。式中：CSL为
低剂量组胺溶液的质量浓度（µg/mL）；L为供试品组

胺限值（µg/mg）。骨肽注射液的原溶液浓度较低，其

对应的低剂量组胺溶液浓度引起豚鼠回肠收缩不明显，

因此低、高剂量对照品采用计算值的 2倍浓度进样。

结合制剂的临床剂量及检查要求，具体实验的供试品

溶液dT的给药浓度见表1。
在每段豚鼠回肠中按照 dS2、dS1、dT、dT、dS1、dS2

的顺序分别注入对照品稀释液和供试品溶液，这两种

溶液的注入体积应相等。如果供试品溶液引起了一定

程度上的回肠收缩，则将第 2个注入剂量 dS1与第 4个
注入剂量 dT，第 5个注入剂量 dS1与第 3个注入剂量 dT
所致的反应值各自进行比较。若两次注入的 dT所致反

应值均不大于dS1所致反应值的一半，即认为供试品组

胺类物质检查呈阴性结果；若dT所致反应值大于dS1所
致反应值的一半且小于dS1所致反应值，认为供试品组

胺类物质检查结果可疑；若dT所致反应值大于dS1所致

反应值，则判定供试品组胺类物质检查呈阳性结果。

1.6 降压物质检查方法
参照《中国药典》 2020年版中第四部通则第1145

条降压物质检查法进行实验［8-9］。用戊巴比妥钠将实

验用猫麻醉后，固定于保温手术台上，分离气管，在

一侧颈动脉插入连接测压计的动脉插管，管内充满适

宜的抗凝剂溶液，以记录血压。在一侧股静脉内插入

静脉插管，供注射药液用。全部手术完毕后根据药典

要求检查猫的灵敏度，当实验用猫经检查后对降压物

质的灵敏度符合药典要求，则可进行下一步实验，即

取对照品溶液（dS）剂量按0.10 µg/kg体质量计算，供

试品溶液（dT）以临床单次用药剂量的 0.2～5倍作为

降压剂量限值［9］。具体给药剂量和静脉注射体积见表

2。按照 dS、dT、dT、dS这样的次序注射 4个剂量为一

组，然后将第一与第三个剂量，第二与第四个剂量所

致的反应值分别进行比较。如果剂量 dT所致的反应值

均不大于剂量 dS所致反应值的一半，判定供试品的降

压物质检查结果呈阴性。否则应按上述次序继续注射

一组4个剂量，并按相同方法将两组内各对dS、dT剂量

表1 离体豚鼠回肠法组胺类物质检查实验中给药剂量
Table 1 Experimental dose of histamine-like substances test by the isolated guinea pig ileummethod

制剂名

骨肽注射液
复方骨肽注射液
注射用骨肽

注射用骨瓜提取物

临床剂量/
（mg·kg-1）

1.67
2.50
1.67
3.33

限值/
（µg·mg-1）
0.06
0.04
0.06
0.03

低剂量组胺溶液
质量浓度/
（µg·mL-1）
0.6
0.6
1.0
1.0

高剂量组胺溶液
质量浓度/
（µg·mL-1）
1.2
1.2
2.0
2.0

给药质量浓度/
（mg·mL-1）

5.0
15.0
16.7
33.0

给药体积/
mL

0.40
0.40
0.25
0.25
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所致的反应值分别进行比较。如果 dT所致反应值大于

dS所致反应值的一半且小于 dS所致反应值，认为供试

品降压物质检查结果可疑。如果 dT剂量所致的反应值

大于 dS剂量所致的反应值，则认为供试品的降压物质

检查呈阳性结果。因此，结合制剂的临床剂量及检查

要求，具体实验的给药剂量见表2。

2 结果

2.1 组胺类物质检查结果
将5家企业共7批骨肽类注射剂分别根据表1中给

药剂量进行实验，得出的结果显示有 3批制剂的组胺

类物质检查结果呈阴性，4批制剂结果可疑。截取其中

较为典型的回肠收缩反应值变化进行比较可见，相较

于回肠收缩反应不明显的阴性批次，可疑批次会出现

较为明显的回肠收缩反应，见图1。
其中企业A的复方骨肽注射液、企业C和E的骨肽

注射液、企业E的注射用骨瓜提取物致回肠收缩的反

应值均大于组胺对照品所致反应值的一半，且小于组

胺对照品所致反应值，提示结果可疑。具体结果

见表3。

表2 猫降压物质检查实验给药剂量
Table 2 Experimental dose of cat depressor substance test

制剂名

骨肽注射液
复方骨肽注射液
注射用骨肽

注射用骨瓜提取物

给药剂量/
（mg·kg-1）
2.5
1.5
2.5
1.0

临床剂量/
（mg·kg-1）
1.67
2.50
1.67
3.33

临床剂量倍数

1.5
0.6
1.5
0.3

给药体积/（mL·kg-1）

0.5
1.0
0.5
1.0

表3 7批骨肽类注射剂用组胺类物质检查法检测结果
Table 3 Results of histamine-like substance test in 7 batches of osteopeptide injections

企业

A
B
C

D

E

制剂名

复方骨肽注射液
复方骨肽注射液
骨肽注射液
骨肽注射液
注射用骨肽
骨肽注射液

注射用骨瓜提取物

批次

A-1
B-1
C-1
D-1
D-2
E-1
E-2

豚鼠回肠收缩反应值/mm
dS
57.07
42.24
33.06
49.45
24.29
40.22
70.53

dT
47.39
19.95
24.25
3.47
6.07
18.39
50.70

dT
46.29
20.82
20.94
9.54
0.87
19.54
44.08

dS
57.31
46.85
30.86
43.38
58.12
34.47
87.07

dT与dS/2、dS比较

1/2dS<dT＜dS
dT<1/2dS
1/2dS<dT＜dS
dT<1/2dS
dT<1/2dS
1/2dS<dT＜dS
1/2dS<dT＜dS

注：dS为对照品稀释液，dT为供试品溶液。按照dS、dT、dT、dS这样的次序注射4个剂量为一组。

注：A，注射用骨肽（批次D-2）致豚鼠回肠收缩反应值变化；B，复方骨肽注射液（批次A-1）致豚鼠回肠收缩反应值变化。dS2为高剂量对照
品稀释液，dS1为低剂量对照品稀释液，通过高低剂量比较检测实验模型的灵敏度。
图1 两种典型骨肽类注射剂中组胺类物质的检查结果比较
Figure 1 Comparison of histamine-like substance test between the two typical osteopeptide injections
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2.2 降压物质检查结果
降压物质检查法实验中给药剂量参照表2。检测结

果表明，同上述组胺类物质检查法检测结果可疑的 4
批骨肽类制剂，企业A的复方骨肽注射液在其等效剂

量的 0.6倍、企业C的骨肽注射液在其等效剂量的 1.5
倍时降压实验结果可疑，企业E的骨肽注射液在其等

效剂量的 1.5倍、注射用骨瓜提取物在其等效剂量的

0.3倍时致麻醉猫血压下降的程度大于对照品所致反应

量，结果呈阳性。其余 3批制剂的结果呈阴性，具体

见表4。
截取其中有代表性的猫血压变化图进行比较，可

见结果为阴性的批次致猫血压变化不太明显，而结果

为可疑或阳性的批次都会导致猫血压出现较为明显的

下降，见图2。

2.3 组胺类物质检查与降压物质检查结果比较
将组胺类物质检查法（即离体豚鼠回肠法）与猫

降压物质检查法的实验结果比较，发现组胺类物质检

查结果为阴性的骨肽类注射剂，其降压物质检查实验

的结果也为阴性。企业A的复方骨肽注射液、企业C
的骨肽注射液和企业E的注射用骨瓜提取物在组胺类

物质检查中结果为可疑，降压物质检查结果也为可疑；

企业E的骨肽注射液在组胺类物质检查中结果为可疑，

在降压物质检查中结果为阳性。7批骨肽类注射剂采用

两种方法检测的具体结果比较见表5。

3 讨论

本研究参照《中国药典》 2020年版中第四部通则

第1146条组胺类物质检查法和第1145条降压物质检查

法分别进行实验。组胺类物质检查结果表明 5家企业

共7批骨肽类注射剂有4批制剂结果可疑，分别为企业

A的复方骨肽注射液、企业C的骨肽注射液、企业E的
骨肽注射液及注射用骨瓜提取物。对照猫降压物质检

查结果，上述4批制剂中企业A的复方骨肽注射液、企

业C的骨肽注射液和企业E的注射用骨瓜提取物的检

表4 7批骨肽类注射剂用降压物质检查法检测结果
Table 4 Results of depressor substance test in 7 batches of osteopeptide injections

企业

A
B
C

D

E

制剂名

复方骨肽注射液
复方骨肽注射液
骨肽注射液
骨肽注射液
注射用骨肽
骨肽注射液

注射用骨瓜提取物

批次

A-1
B-1
C-1
D-1
D-2
E-1
E-2

猫血压下降数值/mmHg
dS
34.26
29.72
40.27
30.37
23.06
39.78
32.15

dT
19.49
5.36
24.68
10.39
5.52
43.84
19.81

dT
19.97
4.06
24.03
11.04
7.47
43.52
17.54

dS
31.18
38.48
37.35
23.71
19.49
36.37
24.84

dT与dS/2、dS比较

1/2dS<dT＜dS
dT<1/2dS
1/2dS<dT＜dS
dT<1/2dS
dT<1/2dS
dT>dS

1/2dS<dT＜dS
注：dS为对照品稀释液，dT为供试品溶液。按照dS、dT、dT、dS这样的次序注射4个剂量为一组。

注：A，骨肽注射液（批次D-1）致猫血压变化；B，骨肽注射液（批次C-1）致猫血压变化；C，骨肽注射液（批次E-1）致猫血压变化。图中
dS为按顺序注入的对照品溶液。
图2 三种不同的典型骨肽类注射剂降压物质检查结果比较
Figure 2 Comparison of depressor substance test among the three typical osteopeptide injections
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查结果同样为可疑，企业E的骨肽注射液检查结果呈

阳性。其余 3批制剂经组胺类物质检查与猫降压物质

检查的结果均呈阴性。综上，骨肽类注射剂 7个批次

的猫降压物质检查结果与组胺类物质检查结果相比较，

其中有6个相同批次的结果一致，只有1批企业E的骨

肽注射液组胺类物质检查结果为可疑，而降压物质检

查结果为阳性。考虑到动物的个体差异及灵敏度，以

及不同种属在剂量换算及判定标准中存在一定偏差，

鉴于两种测定方法在阴性结果及可疑结果检出较为一

致，总体实验结果一致率为85.7%（6/7），可以认为基

于离体豚鼠回肠法的组胺类物质检查法在骨肽注射剂

的质量控制中，可作为猫降压物质检查法的替代和补

充。但是，骨肽注射液中引起豚鼠回肠收缩的物质基

础究竟源于产品自身还是产品中成分刺激机体或组织

释放产生，还需进一步研究。

国内外药典收载的降压物质检查方法略有不同，

而各国药典大多仅收载猫降压实验，部分药典同时收

载猫降压实验和豚鼠回肠实验［8-13］。因猫具有比较耐

受麻醉、血压恒定、对组胺类物质反应灵敏、血管壁

坚韧、便于手术操作和可反复应用等优点，相较于兔

与比格犬等实验动物更适用于降压物质检查实

验［14-17］。但目前实验用猫的培育标准尚未统一，具有

生产资格的单位较少［14， 18］，价格较高，无法满足药

品常规降压物质检查的需求，多数实验室采用的为市

售家猫。家猫来源复杂，个体间差异大，健康水平参

差不齐，无法对微生物寄生虫等进行控制，可能给实

验操作者带来较大安全隐患；此外，实验过程中存在

动物有效保温、实验环境控制等较多不可控因

素［19-20］。组胺类物质检查法采用豚鼠离体回肠为实验

对象，动物来源、质量稳定可控，符合动物实验的3R
原则［21］，且技术操作易于掌握，还能有效避免内源性

血压调节类物质对实验结果的影响，故可作为猫降压

物质检查法的替代和补充。

药品制剂的安全性检查对控制药品质量、保障用

药安全具有重要意义。骨肽类注射剂为多组分生化注

射剂，提取工艺简单，但质量可控性不够［22］，制备过

程中可能混入组胺或类组胺样降压活性物质，影响药

物的疗效或引起不良反应。因此，对骨肽类注射剂中

的组胺类物质应予以重视［23-24］。对于成分复杂的多组

分药物，应根据其主要成分及临床应用选择适宜的检

查方法。部分提取自植物的注射剂中存在有机酸等化

学成分，直接静脉注射即会引起急性降压，导致猫降

压物质检查法结果为假阳性，对组胺类物质的判断产

生干扰。因此，该类注射剂宜采用离体豚鼠回肠法进

行组胺类物质检查或验证。某些中药注射剂中存在平

滑肌兴奋或抑制剂类成分，影响离体豚鼠回肠法的结

果判断，故该类注射剂仍然推荐采用猫降压物质检

查法。
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书讯：《眼科学动物实验基础与技术》

动物实验是医学科学发展的关键环节之一，眼科学研究中动物实验也必不可少。随着我
国经济和科技的高速发展，眼科学研究迫切需要的仪器设备和试剂可以通过购买解决，但开
展动物实验的场所、人员、操作及管理规范相对滞后，尤其是针对眼球开展的分析研究常常
难以借鉴其他医学科学，而且操作人员储备不足，一线的年轻眼科研究人员及研究生常常感
觉困难重重，既缺乏有经验人员的指导，又欠缺唾手可得的学习资料。同时，我国大型眼科
教学机构在教学过程中，也没有系统性的眼科动物实验相关的教材。因此，中山大学中山眼
科中心整合眼科学国家重点实验室和眼科学实验动物中心的优质资源，组织相关专家及具有
丰富实际操作经验的专业人员，倾力撰写了《眼科学动物实验基础与技术》一书。主编为吴
开力教授和黄冰研究员。

本书详实全面，系统地介绍了眼科动物实验相关理论与技术，图文并茂，科学实用，内
容包括开展眼科动物实验所需的场所、动物、设备、人员等管理规
范和细则，还包括动物实验实施中的操作技术详解及九大类40余种
眼科学实验动物模型的制作方法和特点，并且从实验动物眼的结构

基础、动物饲养方法及常见病防控，到动物实验管理的各项制度制定及相关文件范例、动物实验操作
和各类模型的制作，都提供了实用、细致的指导。因此，本书可作为学生自学和教师教学用书，也可
用作眼科学研究生的动物实验教学用书或专业培训教材。所有对眼科学动物实验有兴趣和希望利用实
验动物开展眼科研究的人员和各类机构都可以将此书作为参考和指导。

本书已于2022年3月由人民卫生出版社出版，16开精装铜版纸彩色印刷，共74.2万字，474页。
如需购买请扫描右侧二维码。

《实验动物与比较医学》编辑部

**********************************************************************************************
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电极植入猕猴脑皮层手术的护理实践及探讨
徐西彬, 朱 青, 张 恩

(北京师范大学认知神经科学与学习国家重点实验室, 北京 100875)

[摘要] 利用电极植入技术探讨群体神经元的电活动对于脑与认知科学、类脑研究和脑机接口技术研究是至关重要
的。本文介绍了电极植入猕猴大脑皮层手术前、中、后的护理要点及其重要意义。其中，术前护理包括术前准备、
术前用药和头颅固定、备皮等，术中护理包括生理指标监护和脑皮层植入手术护理，术后护理包括观察监测、清创
和营养护理。做好电极植入猕猴脑皮层手术的护理，不仅能够提高手术成功率，使用尽量少的实验动物来获取实验
所需数据，而且能够减轻手术给动物带来的疼痛和伤害，对脑与认知科学研究和保障动物福利均具有重要意义。
[关键词] 电极植入；脑皮层手术；护理；实验动物福利；猕猴
[中图分类号] Q95-33；R-332 [文献标志码]A [文章编号] 1674-5817（2022）02-0166-05

Nursing Practice and Discussion of Electrode Implantation into

Cerebral Cortex of RhesusMonkey

XUXibin, ZHUQing, ZHANGEn
(State Key Laboratory of Cognitive Neuroscience and Learning, Beijing Normal University, Beijing 100875, China)

Correspondence to: ZHAGN En, E-mail: ZhangEn@bnu. edu. cn

[ABSTRACT] The use of electrode implantation technology to explore the electrical activity of population
neurons is crucial for brain and cognitive science, brain-like research and brain-computer interface
technology research. This article introduces the nursing points and significance of electrode implantation
in rhesus monkey cerebral cortex before, during and after operation. Preoperative care includes
preoperative preparation, preoperative medication, cranial fixation, skin preparation, etc. Intraoperative
care includes physiological index monitoring and cerebral cortex implantation surgery care, while
postoperative care includes observation and monitoring, debridement and nutritional care. Doing a good
job in the operation of electrode implantation into the cerebral cortex of rhesus monkeys can not only
improve the success rate of the operation, use as few experimental animals as possible to obtain the data
required for the experiment, but also reduce the pain and injury caused by the operation to the animals,
which is of great significance for brain and cognitive science research and animal welfare protection.
[Keywords] Electrode implantation; Cortical surgery; Nursing; Laboratory animal welfare; Rhesus monkeys

猕猴是最常见的非人灵长类实验动物。猕猴在生

理机能、形态结构和生化代谢等许多方面都与人类高

度相似。因此，应用猕猴进行科学实验研究，对理解

人类自身至关重要。尤其是猕猴有发达的大脑皮层和

复杂的认知能力，是脑与认知科学研究领域中理想的

实验模型动物［1］。通常情况下，经过一定训练的猕猴

能够很好地完成实验所要求的认知任务。将电极植入

猕猴脑中可以对其大脑与认知功能进行研究，尤其是

在长期记录或刺激神经元活动的研究中该方法已被广

泛应用，具有重要的研究意义。

近年来，本实验室采用先进的神经信号采集和处

理技术，多次将微电极阵列植入猕猴大脑皮层，实现

了对同一群神经元稳定且长期的跟踪，揭示了猕猴在

经过长期知觉训练后，神经元和神经网络水平的可塑

DOI:10.12300/j.issn.1674-5817.2021.078 ·实验动物福利与伦理·
Laboratory Animal Welfare and Ethics

[基金项目] 国家自然科学基金资助项目：视觉信息的多重表征及其经验依赖性（31771203）
[作者简介] 徐西彬（1978—），男，硕士，实验师，研究方向：神经生物学。E-mail：xuxibin2004@bnu.edu.cn
[通信作者] 张 恩（1979—），男，博士，讲师，研究方向：视知觉与知觉学习的神经机制。E-mail：ZhangEn@bnu.edu.cn

166



实验动物与比较医学Laboratory Animal and ComparativeMedicineApr. 2022, 42(2)

性变化过程及其与感知和行为的关系［2-3］。然而，动

物的机体功能状态会在电极植入手术后发生明显的改

变，需要良好的护理工作以提高动物成活率，并促进

动物机体快速恢复健康。本文根据本实验室在 2019—
2021年对猕猴脑皮层手术前后护理的实践探索经验，

拟介绍与猕猴电极植入手术相关的实验动物护理和福

利内容，供同行参考与借鉴。

1 实验动物与研究方法

2019—2021年，本实验室对 6只猕猴在电极植入

手术前后开展护理工作。所有猕猴均为雄性，体质量

5～8 kg，年龄4～8岁，均购自北京中科灵瑞生物技术

股份有限公司［SCXK（京） 2018-0001］。实验动物在

进入本实验室［SYXK（京） 2015-0044、SYXK（京）
2021-0003］的动物饲养房之前均进行了严格的检疫工

作，B型疱疹病毒、各种肝炎病毒和结核杆菌等检测

均为阴性（由苏州西山生物技术有限公司完成检测）。

实验动物的使用和处理所涉及的各个环节均依据国家

科学技术委员会颁发的《实验动物管理条例》执行，

遵从《实验动物福利伦理审查指南》［4］及实验动物相

关福利要求［5］，并且通过北京师范大学动物伦理委员

会批准 ［项目批准号为 IACUC （BNU） -NKLCNL
2019-6］。

本课题组的相关研究通常需要猕猴在长达1～2个
月的实验过程中，头部处于固定状态时能够观察并判

断屏幕上的视觉图形，从而产生特定的学习效应，以

此检测局部视觉特征差异并揭示其学习的神经机

制［6］。因此在正式实验前，需要通过外科手术，在猕

猴的颅骨表面安装一个基座来固定头部。为了探讨这

种学习行为背后的神经机制，还需要通过手术打开与

研究相关脑皮层区所对应的颅骨区域，并将电极阵列

埋藏于脑皮层的表面。这种电极移植手术可使研究者

能够对该皮层区神经元的动作电位和局部场电位信号

进行长期追踪，从而考察这些信号与认知及行为的

关系。

2 电极植入脑皮层手术前护理

2.1 术前准备
手术前应完成猕猴的常规体检和生化指标检查，

全面了解其各项机能，确保实验动物和工作人员的安

全。由于猕猴对麻醉药品较敏感，在使用麻醉药品后

可产生呕吐等不良反应，严重时呕吐物可进入呼吸道

导致吸入性肺炎。因此，全身麻醉前应至少禁食12 h，
禁水2 h。
2.2 术前用药

猕猴在手术前 12 h肌内注射类固醇地塞米松

（0.5 mg/kg），以增强其抗病毒、抗炎性反应、抗过敏

反应的能力。手术前 30 min再次给予地塞米松肌内注

射（0.5 mg/kg），肌内注射阿托品（0.05 mg/kg）和静

脉注射安定（0.2 mg/kg），使动物镇静、肌肉松弛，并

且抑制呼吸道的黏液分泌，减少唾液分泌，防止呕吐。

20 min后再使用盐酸氯胺酮（80 mg/kg体质量，肌内注

射）对猕猴进行基础麻醉。气管插管后转移到手术室，

接医用呼吸麻醉机，用异氟烷（isoflurane，1.0%～
2.5%）进行深度麻醉。恒温热水毯置于猕猴周围以保

持体温。

2.3 头颅固定及备皮
待猕猴进入稳定麻醉阶段后，借助动物立体定位

仪来固定猕猴头颅。猕猴采取俯卧式，耳棒插入外耳

孔，牙托固定下牙槽，同时为了使气道保持通畅，猕

猴头颅应稍微背伸。另外为减少手术感染，应用推毛

剪剃光猕猴头颅上的毛发，并用肥皂水刷洗，擦干后，

用2%碘伏和75%乙醇溶液各擦洗消毒两次。为了更好

地保证手术区的无菌状态，需要对手术部位为中心、

周围8～10 cm的区域做备皮消毒处理。

3 电极植入脑皮层术中护理

3.1 生理指标的监护
猕猴被转移到手术室后，首先进行气管插管并建

立静脉输液通道，连接麻醉呼吸机（购自北京航天长

峰股份有限公司，型号ACM608）。整个手术过程中，

通过气管插管输入含有1.0%～2.5%异氟烷的医用氧气

以维持麻醉状态，并用生理监护仪（购自深圳迈瑞生

物医疗电子股份有限公司，型号PM-9000）密切观测

猕猴的各项生理指标，包括心率、心电图、血压、血

氧浓度、二氧化碳分压和肛温。若术中出现个别指标

波动较大的情况，则适时做出相应的调整。诱导麻醉

时，异氟烷体积分数可升高为2.0%～2.5%，以便猕猴

快速进入麻醉状态，减少痛苦；诱导麻醉时间一般为

10～30 min，此后维持麻醉的异氟烷体积分数为

1.0%～1.5%。
麻醉所需异氟烷体积分数可根据动物的年龄、体

质量、强健程度和所要进行的手术来确定。例如检测

到麻醉程度不足（心率约在100以上），而此时异氟烷
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体积分数在 1%时，可适当增加其体积分数 1.2%～
1.5%，以减弱猕猴感觉上可能存在的不适或痛苦。

另外，麻醉手术会使动物产热减少，体温丢失，

严重时可能导致动物术后无法恢复而死亡。因此在手

术过程中，可使用恒温水循环装备（购自北京恒江仪

器有限公司，型号YP-472）将加热垫置于猕猴周围以

保持适当的体温，一般设定温度为40 ℃。循环水泵将

加热的水均匀分布到加热毯上，这样可以减少手术风

险，并使猕猴在手术后更快地复苏。麻醉手术过程中，

动物的潮气量为50～60 mL；在皮肤缝合后，停止输送

麻醉气体，潮气量变为40 mL。可以通过减少输送氧气

的速度（氧流量从 0.5减至 0.3）来达到增加CO2浓度、

刺激呼吸的目的。

3.2 脑皮层植入手术
手术中使用Utah Array植入式微电极阵列（购自北

京科圣科技有限公司，Blackrock Microsystem 型号

6252）进行长期的电生理记录。电极阵列由阵列和基

座组成，其中阵列部分的电极间距为400 µm，每个阵

列通常有 96或 128根电极；基座部分用于将电极记录

到的信号引出并连接至记录仪器，下有 8个螺丝孔用

于固定在颅骨上，基座与电极阵列间由柔性连接线相

连。植入时，在猕猴大脑视皮层计划植入电极处切开

一个尺寸约 1.5 cm×1.5 cm的骨窗，并剪开硬脑膜，用

配套的气动植入装置（购自北京科圣科技有限公司，

Blackrock Microsystem）把电极植入皮层后，将硬脑膜

缝合，盖回取下的骨片并使用钛网固定。电极基座使

用钛合金骨钉固定在植入处旁边的颅骨上。缝合肌肉

和皮肤，并使基座顶部暴露在外。由于猕猴手指较细，

指甲通常较长，为了避免猕猴抓挠缝合线造成感染，

一般需要用薇乔抗菌缝合线（美国强生Ethicon公司产

品，型号 4-0）采用皮下间断缝合的方法进行皮肤缝

合，缝合后使用金霉素软膏涂抹切口。

在猕猴苏醒前，将其从立体定位仪上取下。并在

它可以开始自主呼吸后，将气管插管去除，同时移去

血氧饱和度监控器、心电图仪探头等监控设备。

4 电极植入脑皮层术后护理

4.1 苏醒环境
手术后应悉心护理和监护猕猴。猕猴苏醒期，取

侧卧位，切口一侧朝上，放在宽敞的笼子里。低体温

的猕猴放在加热毯上，保持干爽、温暖，并给予足够

的垫料，避免碰撞，防止猕猴在麻醉未清醒期受伤。

准备高强度的照明设备，以便随时观察体温、呼吸、

动物精神状态和术部情况等，看护 30 min～2 h。四肢

不便行动的动物定时翻身，交替左右侧卧，等动物完

全清醒后再放回猴笼。在猕猴放回猴笼后的 24 h内，

每隔 2～3 h持续观察其状态。术后 2～4 h如果猕猴能

站立起来，精神活泼，意识清醒，说明电极植入后颅

内正常。如果术后 4～6 h长时间不能清醒或者猕猴精

神意识状态恶化，提示可能颅内因手术有继发出血，

考虑再次手术清理出血块并处理出血点。

4.2 动物护理
术后的猕猴需要单笼喂养。在术后的一周内，每

天给猕猴注射两次头孢曲松钠（1.0 g/次）来预防切口

的感染，使用盐酸曲马多（2 mL：100 mg）来为猕猴

镇痛，肌内注射一次 30 mg，连续注射 3 d。因为猕猴

自身不能合成维生素 C，为了促进手术切口的愈合，

可以肌内注射维生素 C注射液（2 mL：0.5 g），每日

0.1～0.3 g，每天1～2次。另外为了减小感染风险，还

需要在术后 1周左右持续每天对电极连接器周围的组

织进行清创：首先将清创的手术器械、纱布等用高压

蒸汽灭菌锅消毒灭菌，并提前半小时打开手术室紫外

灯进行环境消毒；然后更换一次性无菌手套，用碘伏

擦拭消毒清理猕猴头部，用灭菌的手术刮勺仔细清理

创口增生的息肉；最后用生理盐水和纱布保持创口清

洁，达到实验的标准。

由于电极植入手术是异氟烷全身麻醉，麻醉时间

长达 68 h，术后易出现感染、体温降低、休克、呕吐

和窒息等危险情况，一旦发现猕猴有胃内返流物流

出口腔，应立即清理清除。此外需要保持饲养环境

温度在 18～22 ℃，必要时使用电暖器进行取暖。此

外，2～3 d定期更换清洁干燥的垫料。

全麻和手术导致的损伤通常会让猕猴食欲降低。

在手术后的 4～6 h内，由于吞咽肌功能还未能完全恢

复，容易因为误吸导致死亡，因此不宜喂食喂水。这

种情况下，需要细心观察猕猴的精神状态，选用少量

柔软易消化的食物如香蕉、红薯等进行饲喂，一般根

据动物年龄和恢复状况于手术完成 12 h后饲喂正常

饲料。

4.3 实验操作
脑皮层植入手术 30 d后，猕猴身体基本恢复，即

可以进行清醒猴实验。在整个清醒猴实验过程中，猕

猴需要坐在特制的猴椅里。猴椅上装有让猕猴进行行

为报告的拉杆装置，而视觉刺激是通过放在猴椅正前
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方的显示器向猕猴呈现。此外，实验系统还配套有眼

动跟踪系统和饮水奖励装置。实验过程中，猕猴可以

通过拉杆和眼动对它所看到的视觉刺激进行报告，正

确的报告将会使实验猕猴得到一定量的水或果汁作为

奖励。

5 护理要点总结及讨论

6只猕猴的电极植入脑皮层手术均较成功，单次手

术时间一般长约 6～8 h。手术操作顺利，未出现感染

和其他并发症。术后 6～8 h猕猴即可进食，状态和机

能恢复正常。因此，在手术前，需要充分准备好与动

物手术和护理相关的仪器和耗材，且考虑到每一步细

节和可能发生的意外。在手术过程中，需要关注手术

对动物可能产生的伤害和痛苦，并尽可能地通过各种

方式来降低或消除这些伤害和痛苦。

5.1 术前准备和麻醉选择
动物在麻醉前 12 h进行禁食，有助于防止反胃和

胃内容物流入气管对猕猴造成伤害。良好的麻醉前准

备可以减少并发症，减轻动物疼痛，缩短麻醉诱导时

间，有利于实验的顺利进行。采用氯胺酮作为诱导麻

醉，肌内注射10 mg /kg体质量，必要时可以追加1～2
次。脑皮层植入手术时间较长，选择异氟烷气体吸入

麻醉可使动物较快进入麻醉，且容易控制麻醉深度，

安全性好，动物麻醉意外的发生率和死亡率低，手术

成功率高，但需要购置呼吸麻醉机。

充分的麻醉准备不仅有利于获得良好的麻醉效果，

更能充分体现3R原则，体现人道主义精神，从而更好

地保证动物福利，确保动物实验结果的可靠性、可重

复性和可信性［7］。
5.2 脑皮层手术中情况处理

脑皮层手术根据麻醉过程中全身麻醉深度来进

行相关操作。麻醉深度主要通过呼吸频率、心率、

瞳孔、肌肉紧张度和二氧化碳含量等变化来判断。

气管插管后接医用呼吸麻醉机，用异氟烷进行麻醉，

10～20 min后观察麻醉深度。进入浅外科期时心率降

低，对非疼痛刺激无肢体动作反应，以胸式呼吸为主，

眼睑和角膜反射存在，此时可以固定猕猴头颅并备皮。

麻醉深度进入深外科期后，心率和二氧化碳参数均有

所下降，呼吸方式渐以腹式呼吸为主，瞳孔缩小，疼

痛刺激不会引起有害的自主神经反射，开颅和脑皮层

植入手术等操作应在这一时期进行。脑皮层手术应避

免麻醉药物过量进入过深期，若出现此种状况应立即

停止手术，并使用肾上腺素等急救药品进行抢救。

猕猴的头皮松弛容易移动，可在开颅前用记号笔

标记切口线。头部毛发在手术前剃尽，猕猴的头皮较

薄，缺乏皮下组织支持［8］。皮肤切开后止血以无菌纱

布压迫止血为主，头皮出血尽量少用止血电凝，以免

皱缩而影响切口愈合。颅骨出血时涂抹骨蜡止血，开

颅后操作应尽量仔细、轻柔，减少损伤和出血，视皮

层小静脉出血后用双极电凝止血。硬脑膜应尽量缝合，

然后再缝合头皮，防止脑脊液渗漏。

5.3 术后感染防护
术后的感染可能与多种因素有关。实验动物手术

后恢复情况除了与术中操作、清创、动物抵抗力有关

外，也与术后的护理有关，有时护理不良甚至可以导

致术后感染。术前护理是基础，术后护理是保障，做

好护理能够有效降低动物手术死亡率，提高手术动物

生活质量和手术成功率，避免不必要的重复手术和实

验，可以将实验动物的使用量降到最低［9］，同时减轻

对动物造成的疼痛和伤害，尽最大限度使用较少量动

物获取实验所需数据，保障动物福利，保证后续科研

实验结果的准确性，促进认知神经科学研究的良性

发展［10］。
综上，在进行猕猴脑皮层手术的前、中、后期加

强实验动物护理和福利很重要。其中，手术前应进行

细致和耐心的准备和检查；手术过程中进行严密的手

术操作和手术监护，尽量将皮层植入手术中发生风险

的可能性降到最低，保证植入手术的成功率；手术后

进行密切监测和精心护理，缓解动物疼痛并加强动物

营养，保证动物健康生存及福利。实践证明这些护理

工作有助于保障猕猴术前的正常训练、手术的顺利进

行，以及术后的机能恢复，是整个实验研究中不可或

缺的部分。
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《中华人民共和国生物安全法》：防控重大新发突发传染病、动植物疫情

《中华人民共和国生物安全法》由中华人民共和国第十三届全国人民代表大会常务委员会第二十二次会议于2020年10月17
日通过，自2021年4月15日起施行。

第三章 防控重大新发突发传染病、动植物疫情
第二十七条 国务院卫生健康、农业农村、林业草原、海关、生态环境主管部门应当建立新发突发传染病、动植物疫情、

进出境检疫、生物技术环境安全监测网络，组织监测站点布局、建设，完善监测信息报告系统，开展主动监测和病原检测，并
纳入国家生物安全风险监测预警体系。

第二十八条 疾病预防控制机构、动物疫病预防控制机构、植物病虫害预防控制机构（以下统称专业机构） 应当对传染
病、动植物疫病和列入监测范围的不明原因疾病开展主动监测，收集、分析、报告监测信息，预测新发突发传染病、动植物疫
病的发生、流行趋势。国务院有关部门、县级以上地方人民政府及其有关部门应当根据预测和职责权限及时发布预警，并采取
相应的防控措施。

第二十九条 任何单位和个人发现传染病、动植物疫病的，应当及时向医疗机构、有关专业机构或者部门报告。医疗机构、
专业机构及其工作人员发现传染病、动植物疫病或者不明原因的聚集性疾病的，应当及时报告，并采取保护性措施。依法应当
报告的，任何单位和个人不得瞒报、谎报、缓报、漏报，不得授意他人瞒报、谎报、缓报，不得阻碍他人报告。

第三十条 国家建立重大新发突发传染病、动植物疫情联防联控机制。发生重大新发突发传染病、动植物疫情，应当依照
有关法律法规和应急预案的规定及时采取控制措施；国务院卫生健康、农业农村、林业草原主管部门应当立即组织疫情会商
研判，将会商研判结论向中央国家安全领导机构和国务院报告，并通报国家生物安全工作协调机制其他成员单位和国务院其他
有关部门。发生重大新发突发传染病、动植物疫情，地方各级人民政府统一履行本行政区域内疫情防控职责，加强组织领导，
开展群防群控、医疗救治，动员和鼓励社会力量依法有序参与疫情防控工作。

第三十一条 国家加强国境、口岸传染病和动植物疫情联合防控能力建设，建立传染病、动植物疫情防控国际合作网络，
尽早发现、控制重大新发突发传染病、动植物疫情。

第三十二条 国家保护野生动物，加强动物防疫，防止动物源性传染病传播。
第三十三条 国家加强对抗生素药物等抗微生物药物使用和残留的管理，支持应对微生物耐药的基础研究和科技攻关。县

级以上人民政府卫生健康主管部门应当加强对医疗机构合理用药的指导和监督，采取措施防止抗微生物药物的不合理使用。县
级以上人民政府农业农村、林业草原主管部门应当加强对农业生产中合理用药的指导和监督，采取措施防止抗微生物药物的不
合理使用，降低在农业生产环境中的残留。国务院卫生健康、农业农村、林业草原、生态环境等主管部门和药品监督管理部
门应当根据职责分工，评估抗微生物药物残留对人体健康、环境的危害，建立抗微生物药物污染物指标评价体系。

（《实验动物与比较医学》编辑部摘录）

**********************************************************************************************
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